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Recientemente se ha presentado interés en la industria alimenticia, en la medicina 
preventiva y consumidores por la búsqueda de ingredientes naturales, principalmente de 
extractos de plantas, que puedan sustituir a los tradicionalmente utilizados. La presencia 
de algunos compuestos en extractos de plantas han sido estudiados por sus diferentes 
actividades biológicas como antioxidante y antimicrobiana.  Actualmente en la industria 
de alimentos se puede disponer de un extracto natural como es el aceite esencial de naranja 
extraído de la cáscara del fruto, el cual se utilizan como aromatizante y es uno de los 
ingredientes básicos en las industrias de perfumería, alimentos, cosmética y farmacéutica; 
sin embargo, es muy inestable a factores ambientales como luz, oxígeno, humedad, pH, 
etc. Por esta razón, se han utilizando nuevas técnicas de protección de estos compuestos 
activos, como la microencapsulación, que se ha empleado para proteger las sustancias que 
son sensibles a factores que los deterioran. En esta investigación, se estudio la 
composicion química, actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial de 
naranja, el compuesto principal de este aceite, el D-limoneno y aceites concentrados 5x, 
10x y 20x, además se realizó la microencapsulación mediante emulsiones e inclusión 
molecular para su preservación y estabilidad en la actividad antioxidante y antimicrobiana. 
En relación a la actividad biológica, los aceites concentrados sin encapsular, fueron 
significativamente diferentes al aceite esencial de naranja y D-limoneno, además 
presentaron una composición química diferente posiblemente debido a la disminución de 
compuestos volatiles potencializando otros compuestos minoritarios. En las emulsiones 
sencillas con los aceites concentrados, la formulación 1 mostró mejor estabilidad física, 
manteniendo su actividad antioxidante almacenada a temperaturas de 4 y 25 ºC  a más de 
90 días. Los complejos de inclusión con b-CD, la relación 12:88 con los aceites 
concentrados de naranja, mostraron mayor eficiencia de encapsulación, concentración de 
aceite, actividad antioxidante y antimicrobiana. Pocos estudios se han realizado para los 
aceites concentrados de cítricos, en especial para los obtenidos del aceite esencial de 
naranja, pudiendo ser una alternativa potencial en alimentos, como ingrediente con efecto 





Recently, there has been interest in the food industry, in preventive medicine and 
consumers for the search for natural ingredients, mainly plant extracts, which can replace 
those traditionally used. The presence of some compounds in plant extracts has been 
studied for their different biological activities as antioxidant and antimicrobial. Currently 
in the food industry you can have a natural extract such as the orange essential oil extracted 
from the skin of the fruit, which is used as a flavoring and is one of the basic ingredients 
in the perfumery, food, cosmetics and pharmaceutical; however, it is very unstable to 
environmental factors such as light, oxygen, humidity, pH, etc. For this reason, new 
techniques have been used to protect these active compounds, such as microencapsulation, 
which has been used to protect substances that are sensitive to factors that impair them. In 
this research, the chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity of the 
essential oil of orange, the main compound of this oil, the D-limonene and 5x, 10x and 
20x concentrated oils were studied, as well as microencapsulation by means of emulsions 
and molecular inclusion. for its preservation and stability in the antioxidant and 
antimicrobial activity. In relation to the biological activity, the unencapsulated 
concentrated oils were significantly different to the essential oil of orange and D-
limonene, in addition they presented a different chemical composition possibly due to the 
decrease of volatile compounds potentizing other minority compounds. In simple 
emulsions with concentrated oils, formulation 1 showed better physical stability, keeping 
its antioxidant activity stored at temperatures of 4 and 25 ºC to more than 90 days. The 
con b-CD inclusion complexes, the 12:88 ratio with concentrated orange oils, showed 
higher encapsulation efficiency, oil concentration, antioxidant and antimicrobial activity. 
Few studies have been conducted for citrus oil concentrates, especially those obtained 
from the essential oil of orange, and may be a potential alternative in foods, as an 







La conservación de los alimentos ha estado relacionanda con muchos factores, 
principalmente químicos y biológicos. Por ello para aumentar el tiempo de conservación 
de los alimentos se han utilizado aditivos químicos sintéticos que puedan cumplir un papel 
como agentes antioxidantes/antimicrobianos en combinación con métodos físicos, tales 
como la refrigeración. Tradicionalmente se han empleado antioxidantes sintéticos, que 
están siendo utilizados en la industria de alimentos, con una gran demanda por contar con 
características de efectividad, bajo costo y alta estabilidad como son el Butilhidroxianiso 
(BHA) ® y el Butilhidroxitolueno (BHT) ®, pero en los últimos años su uso se ha visto 
disminuido debido a la sospecha de ser carcinogénicos y a su posible mutagenicidad 
(Miron et al. 2010). Recientemente se ha presentado un gran interés en la industria 
alimenticia, medicina preventiva y la tendencia de los consumidores por adquerir 
productos naturales que sustituyan los tradicionalmente utilizados. Entre los productos 
naturales se encuentran los aceites esenciales que  derivan de las plantas, así como de 
algunos frutos. Las plantas aromáticas y sus extractos han sido examinados para 
determinar su eficacia para la seguridad y conservación de alimentos. La mayor parte de 
sus propiedades es debido a sus aceites esenciales (AE) y otros metabolitos secundarios 
que poseen actividad antimicrobiana (Velázquez et al. 2013). Estos compuestos son 
reconocidos generalmente como seguros (GRAS) por la Food and Drug Administration 
(FDA) de la EE.UU. (Fisher y Phillips, 2008b), por lo que se consideran como alternativas 
prometedoras dentro de la industria alimentaria y farmacéutica. Desde hace siglos, las 
propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales han sido reconocidas, además de 
tener una creciente demanda gracias a las tendencias de consumo. La legislación y el 
aislamiento cada vez mayor de agentes patógenos resistentes a diversos antibióticos, ha 
conllevado a la investigación y desarrollo de productos que puedan contener este tipo de 
compuestos fungiendo como aditivos, y a su vez antimicrobianos para alargar la vida de 
anaquel. Los aceites de cítricos pueden tener diferentes usos, se ha encontrado que pueden 
inhibir tanto de manera directa como en su forma volátil, una gran gama de bacterias tanto 
Gram negativas como Gram positivas como Salmonella spp, Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli entre otras; así como algunos géneros de hongos 
como Asperguillius, Penicillium, Fusarium, Alternaria entre otras (Jing et al. 2014). Los 
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fungicidas sintéticos son considerados como uno de los principales aditivos en la industria 
para controlar la proliferación de hongos en los alimentos (Ismail y Zhang 2004). El uso 
de fungicidas genera residuos tóxicos que están siendo relacionado con cáncer, además de 
que su degradación suele ser prolongada por lo que genera una contaminación ambiental 
(Tripathi y Dubey 2003). A pesar de su alta efectividad, su uso continuo puede llegar a 
crear resistencia fúngica, lo que incrementa la dificultad del manejo del problema (Mercier 
y Smilanick, 2005).  
 
Los aceites cítricos se utilizan como aromatizantes en diferentes industrias, siendo 
ingredientes básicos en las industrias alimenticia, cosmética y farmacéutica. Contiene D–
limoneno, componente mayoritario en su composición normal, además, en menor 
proporción poseen una gran cantidad de terpenos (Yáñez et al. 2007); pero a la vez son 
muy inestables a ciertos factores ambientales como luz, oxígeno, humedad, pH, etc.; por 
esta razón se han investigado nuevas técnicas que permitan darle protección a muchas 
sustancias que pueden verse afectadas por factores a los que se suelen exponer. Estas 
técnicas como la alta presión, la nanotecnología, la irradiación, la microencapsulación, 
etc., se utilizan cada vez más para maximizar las propiedades nutricionales de los 
alimentos, mientras que los nuevos ingredientes con propiedades funcionales contribuyen 
a la mejora de la salud (Viuda-Martos et al. 2008). Para prevenir la degradación de muchos 
compuestos se utilizan polímeros naturales o sintéticos que ya han sido utilizados como 
aditivos en la industria alimentaria, como lo son los almidones, maltodextrinas, 
ciclodextrinas, lípidos, proteína natural y vegetal, goma arábiga, quitosano, etc. (Desai y 
Park, 2005). 
 
Por lo anterior, esta investigación tiene como objetivo evaluar la eficiencia de 
encapsulación mediante el desarrollo de emulsiones sencillas, además por el método de 
inclusión molecular, para la conservación de la actividad antioxidante y antimicrobiana 
del aceite esencial de naranja y sus concentrados. Esto aportaría información relevante 
para el futuro desarrollo de aditivos alimentarios naturales que puedan aportar actividad 






La naranja, entre sus principales características está su delicioso sabor y versatilidad en la 
cocina, sin dejar de mencionar las prodigiosas propiedades que tiene para la salud, 
contienen sustancias esenciales para el organismo como vitaminas sobre todo vitamina C, 
y minerales, entre los que destacan hierro, fósforo, calcio y magnesio. Esta fruta tiene una 
producción de 70 millones de toneladas en todo el mundo, constituyen el fruto más 
consumido y representan el tercer fruto en extensión de cultivo después del plátano y las 
uvas, hoy en día se encuentran cultivadas en todos los continentes, en zonas donde se 
tenga un clima propicio, es decir abundancia de sol, agua y poca humedad ambiental.  
La naranja Valencia del grupo Blancas tiene un doble uso, para el consumo en fresco y 
para jugo; por ello es la variedad líder en cuanto a su amplia distribución a nivel mundial. 
Sin embargo, su consumo en fresco se reduce a los propios países productores; por la 
dificultad que presenta el retirar la cascara, se utiliza preferentemente para jugo en fresco, 
que se prepara en casa o en estanquillos de las grandes urbes de dichos países (ASERCA-
SAGARPA, 2009). La naranja, producto del árbol del naranjo dulce, es una de las frutas 
más populares, siendo México uno de los primeros productores a nivel mundial 
(SAGARPA, 2010), ocupando entre los primeros 5 lugares de producción, siendo 
principales productores Brasil, E.U.A., China e India (FAO, 2011). 
La naranja dulce pertenece a la familia de las Rutáceas, una familia muy amplia que 
contiene unas 1700 especies de plantas que crecen en países de clima cálido y templado. 
Las plantas más conocidas son los cítricos, especies que están incluidas en el género de 
Citrus, al cual pertenecen la naranja común (Citrus sinensis), la naranja amarga (Citrus 
japónica), la naranja amarga (Citrus auratium) entre otras (Yáñez et al. 2007).  
De la naranja, no solamente se aprovecha el jugo, de la cascara se pueden obtener aceites 
que se utilizan como aromatizantes en diferentes industrias. Su aceite esencial es uno de 
los ingredientes básicos en la industria de perfumería, alimentos, agronomía y 
farmacéutica (Yáñez et al. 2007). 
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2.2 Aceites esenciales  
 
Aceite esencial (AE) término utilizado para sustancias líquidas concentradas, de carácter 
hidrófobo y contiene una gran variedad de compuestos volátiles aromáticos. Son 
sustancias sintetizadas por las plantas como metabolitos secundarios como papel 
importante en la protección de las plantas actuando como agentes antibacterianos, 
antivirales, antifúngicos e insecticidas. Los AE pueden presentar un aroma diferente a la 
planta de origen y poseen una composición química compleja incluyendo una mezcla de 
sustancias orgánicas como hidrocarburos, alcoholes, aldehídos, cetonas, ésteres, etc., de 
peso molecular menor de 400 Da y presión de vapor suficientemente alta para volatilizarse 
a temperatura ambiente. Los AE son comúnmente extraídos mediante métodos físicos 
como la destilación a vapor o hidrodestilación, sin embargo, existen otros métodos de 
extracción como la maceración, prensado en frío o extracción con disolventes (Bauer et 
al. 1985). Se requiere considerar, que el producto de la extracción puede variar en varios 
aspectos como es la calidad, cantidad y composición, generado por diversos factores como 
las características de cultivo, la parte de la planta que se realiza la extracción, edad y estado 
del ciclo vegetativo, tipo de extracción elegida, entre otros, generando interés en la 
importancia de controlar el material y las condiciones en que se realiza la extracción para 
obtener un AE de características homogéneas (Masotti et al. 2003; Angioni et al. 2006). 
Usualmente la composición química de los AE suele ser caracterizada por cromatografía 
de gases - espectrometría de masas (GC-MS).   
La mezcla de compuestos que contienen los AE otorgan a estas sustancias una diversidad 
de propiedades funcionales importantes para muchas aplicaciones en la ciencia y 
tecnología de los alimentos. Sin embargo, la configuración química de los componentes, 
la cantidad presente y la interacción entre ellos, pueden afectar las propiedades bioactivas 
de cada aceite (Fisher y Phillips, 2008b). Pueden contener hasta 60 compuestos diferentes, 
en determinadas concentraciones, atribuyendo sus propiedades a dos o tres componentes 
mayoritarios (20-70%), que son los que determinan la actividad biológica de los mismos 
(Croteau et al. 2000). 
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Los aceites esenciales (AE) han sido utilizados desde hace tiempo por sus propiedades 
antisépticas, terapéuticas y por su característico aroma, creando un gran interés en la 
conservación de diversos alimentos.  Por su propiedades antimicrobianas, actualmente se 
ha generado el uso de estos compuestos en la industria alimentaria y farmacéutica,  
estrechando el uso de productos sintéticos y protegiendo el equilibrio ecológico, 
aumentando la importancia en la industria sobre todo alimentaria, farmacéutica, sanitaria 
y cosmética. Los aceites esenciales de cítricos se han aplicado industrialmente en muchos 
productos, incluidos alimentos y bebidas, cosméticos y medicamentos (Setanni et al. 
2012). 
 
 2.2.1 Aceite esencial de naranja   
 
Los aceites esenciales de cítricos (AEC) son generados principalmente de frutos cítricos 
principalmente naranja, limón, mandarina, toronja; que contienen en su estructura una 
cubierta de protección para el exterior denominada cáscara, la cual está conformada por 
un flavedo, glándulas de aceite, albedo y sacos donde se encuentra el jugo. Se encuentra 
la epidermis que consiste de plaquetas de una capa de cera epicuticular, el flavedo en la 
región subepidermal el cual contiene los cromoplastos que proporcionan el color 
característico a la naranja de acuerdo a su variedad, de igual manera, se encuentran 
numerosos sacos que contienen el aceite esencial aromático (Kealey y Kinsella, 1979).  
 
Cada  parte de la naranja está compuesta por sustancias volátiles, enzimas, ácidos, 
proteínas, lípidos, azúcares, pigmentos y vitaminas, al igual, contiene pequeñas cantidades 
de volátiles en la atmósfera, lo que le confiere ese aroma distintivo de fruto cítrico, por su 
lanzamiento continuo de estas sustancias. Los AEC son mezclas complejas que contienen 
compuestos volátiles (85-99%) y no volátiles (1-15%), procedentes principalmente de 
monoterpenos, sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, incluyendo aldehídos, cetonas, 
ácidos, alcoholes, y ésteres. El limoneno es uno de los principales componentes de los 
AEC (25 - 97 %) y su contenido varía significativamente entre especies y/o variedades de 
los mismos (Njoroge et al. 2005; Fisher y Phillips, 2008b; Jing et al. 2014).  El residuo no 
volátil del aceite, puede contener hidrocarburos, esteroles, ácidos grasos, ceras, 
carotenoides, cumarinas, psoralenos y flavonoides, estos últimos compuestos son útiles 
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para la diferenciación entre especies (Tranchida et al. 2012). A pesar de su alto contenido 
en los AEC, los hidrocarburos terpénicos (incluyendo el limoneno) son muy sensibles a 
las reacciones de degradación por oxidación, dando como resultado sustancias como los 
hidroperóxidos. Estas reacciones de oxidación se deben a que el D-limoneno presenta 
enlaces dobles ente los carbonos C1-C2 y C8-C9, aumentando las probabilidades de 
oxidación (hidroxilación) en los carbones alílicas (C3, C6) y la epoxidación en los dobles 
enlaces debido a su estabilidad y reactividad química, sin embargo, pueden oxidarse en 
otros carbonos menos reactivos, ademas de la posible formación de malos sabores, 
perdiendo el olor característico (Castellanos, 2007; Djordjevic et al. 2007a). Además estos 
compuestos, no contribuyen mucho al sabor y fragancia del aceite, debido a que son 
inestables al calor, luz, además de disminuir la solubilidad del aceite; es por esto que deben 
ser removidos para estabilizar el producto final. Por otro lado, la fracción oxigenada, 
proporciona gran parte de sabor intenso, característico de los aceites de cítricos y se 
compone principalmente de alcoholes, aldehídos, cetonas y ésteres (Lopes et al, 2003). 
Industrialmente, es conveniente elaborar un producto con mayor estabilidad, obteniendo 
así los aceites concentrados de naranja. 
 
2.2.1.1 Aceites concentrados de naranja  
 
Industrialmente, el aceite esencial de naranja se produce a partir de la cáscara del fruto 
por el método de prensado en frío, posteriormente se pueden realizar diferentes métodos 
para la disminución de compuestos no deseados como son los hidrocarburos terpénicos 
(incluyendo el limoneno) los cuales se pueden eliminar convencionalmente por destilación 
al vacío (O`Bryan et al. 2008), extracción con disolvente y cromatografía de adsorción. 
Durante la destilación al vacío, es difícil indicar límites generales para la obtención de 
propiedades físico-químicas definidas de las fracciones concentradas, debido a que estas 
propiedades dependen del grado de concentración, condiciones de operación, tecnología 
aplicada, proporciones relativas de los componentes oxigenados de origen y de factores 
económicos (Lopes et al. 2003). 
Los aceites concentrados se preparan por lo general por técnicas de extracción tales como 
la destilación, prensado en frío o por extracción (Burt, 2004). Por lo general, son mezclas 
muy complejas de cientos de compuestos aromáticos individuales. Hierbas y especias 
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usadas comúnmente en los alimentos han proporcionado la mayor parte de los 
concentrados que han sido estudiados por su actividad antimicrobiana. Estos posibles 
atributos y una creciente demanda de opciones de aditivos alimentarios naturales han dado 
lugar a un gran interés en el uso de AE y sus concentrados como posibles agentes 
antimicrobianos alternativos (Ruiz y Flotats, 2014). 
 
La reproducción de la fragancia natural en un extracto concentrado es una tarea compleja; 
la presencia de compuestos termolábiles, la posibilidad de hidrólisis y de 
hidrosolubilización son serios obstáculos para la reproducción de las fragancias. Por lo 
general, el aceite esencial de naranja se compone de una mezcla compleja de terpenos, 
sesquiterpenos y sesquiterpenos oxigenados, además de los componentes ya antes 
mencionados del aceite de naranja, a diferentes concentraciones (Silvestre et al. 2016). 
Los aceites concentrados también pueden contener diterpenos y algunos compuestos 
específicos que no pueden ser clasificados como pertenecientes a cualquiera de las 
familias de compuestos anteriormente mencionados. Otros compuestos que se pueden 
extraer de vegetales son: ácidos grasos y metílicos de ácidos grasos ésteres, las materias 
colorantes, cumarinas, esteroles y flavonas, que en conjunto proporcionan las 
características de interés de determinado aceite (Beneti et al. 2011). Actualmente, los 
aceites concentrados se pueden obtener por proveedores quienes ya cuentan con 
fracciones estandarizadas de cada uno de los concentrados como son el 5x, 10x, y 20x del 
aceite esencial de naranja.  
 
2.3 Actividad biológica  
2.3.1 Actividad antimicrobiana 
Los AE son reconocidos por ser agentes antimicrobianos naturales, poseen un amplio 
espectro de actividad biológica, que puede abarcar diferentes tipos de microorganismos 
como bacterias y hongos. Esta característica puede ser de gran importancia en varias áreas, 
desde la química de los alimentos, cosmética, farmacología y farmacéutica. Una de las 
principales ventajas de algunos aceites esenciales es que pueden ser utilizados en cualquier 
alimento debido a que se consideran sustancias generalmente reconocidas como seguras 
(GRAS) (Kabara, 1991; Kim et al. 1995), sin embargo, se requiere su evaluación para que 
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logre un efecto mínimo en los cambios de las propiedades organolépticas de los alimentos, 
por lo tanto, podrían usarse para prevenir el crecimiento de muchos patógenos y 
microorganismos causantes de deterioro en los alimentos (Velázquez et al. 2013). Dicha 
actividad se debe a la presencia de sustancias bioactivas tales como los flavonoides, 
terpenos, cumarinas y carotenos (Viuda-Martos et al. 2008). 
Viuda-Martos et al. (2008), estudiaron el efecto de los aceites de limón, mandarina, 
pomelo y naranja sobre el crecimiento de mohos asociados al deterioro de alimentos como 
Asperguillius niger, Asperguillius flavus, Penicillium chrysogenum y Penicillium 
verrucosum; estos mostraron actividad antifúngica, dependiendo del tipo de aceite y el 
tipo de moho, considerando esto como alternativa a los aditivos químicos para la industria 
alimentaria. Fisher y Phillips (2006a), investigaron la efectividad de aceites de limón, 
naranja dulce y bergamota y sus componentes contra varios patógenos en alimentos como 
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillius cereus, Escherichia coli O157 
y Campylobacter jejuni. Los resultados indicaron que la bergamota fue el aceite esencial 
más inhibidor seguido por citral y linalool, y la cepa Staphylococcus aureus fue el menos 
susceptible; sugiriendo la posibilidad de utilizar aceites esenciales de cítricos y sus 
componentes como una forma de combatir el crecimiento de causas de intoxicación 
alimentaria. Estudios en la determinación de la concentración mínima inhibitoria se 
realizó en el aceite esencial obtenido de la cascada de naranja dulce Bingtang (Citrus 
sinensis Osbeck) mostraron que el aceite esencial tenía un amplio espectro de actividades 
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, Penicillium chrysogenum, Bacillus 
subtilis, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae, sugiriendo que este aceite sería una 
alternativa natural para productos en la conservación de alimentos (Neng-guo et al. 2009).  
Para el estudio de actividad antibacteriana realizada en distintos aceites esenciales de 
naranja amarga, naranja dulce, limón y mandarina frente a diez cepas de géneros de 
Xanthomonas, Escherichia, Salmonella, Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus, 
Enterobacter realizada por Frassinetti et al. (2011), reportando que todos los aceites 
mostraron una buena actividad antibacteriana, confirmando que adicionar los aceites 
puede ser utilizado como potenciales agentes antimicrobianos en la industria de alimentos. 
Espina et al. (2011), examinaron la actividad antimicrobiana de tres aceites esenciales de 
cítricos (naranja, limón y mandarina) contra microorganismos patógenos y en 
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descomposición (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecium, 
Salmonella enteritidis, Escherichia coli O157:H7 y Pseudomona aeruginosa), obteniendo 
como resultados que el aceite de mandarina fue el mejor inhibidor de crecimiento. Sin 
embargo, bajas concentraciones de los aceites en combinación con un tratamiento térmico 
suave mostraron efectos letales sinérgicos, mostrando un potencial diseño en tratamientos 
combinados para la conservación de alimentos. 
En la actualidad, existen pocas investigaciones de aceites concentrados, es decir aquellos 
a los que disminuyen considerablemente los compuestos volátiles, de tal manera que 
compuestos que se encuentran en mínima concentración de forma natural, después de un 
proceso aumentan considerablemente convirtiéndose en compuestos mayoritarios. Los 
aceites concentrados procedentes de aceite esencial de naranja pueden ser diferentes 
dependiendo del tiempo de proceso que conlleve, en esta investigación fue de 5x, 10x y 
20x. Nannapaneni et al. (2009), analizaron 7 fracciones de aceite esencial de  naranja para 
inhibir el crecimiento de bacterias de los generos Campylobacter y Arcobacter spp; 
obteniendo que las bacterias del género Campylobacter fueron más sensibles a las 
fracciones probadas principalmente al aceite de naranja sin terpenos, aceite 5x y D-
limoneno, sin embargo Arcobacter no se obtuvieron inhibiciones en el crecimiento por 
ninguna fracción a excepción del aceite de naranja sin terpenos, concluyendo que las 
fracciones de aceite de naranja puedan servir como antimicrobianos naturales. De igual 
manera, O’Bryan et al. (2008), realizaron un estudio utilizando 7 fracciones obtenidas del 
aceite esencial de naranja (incluyendo el aceite 5x) en su actividad antibacteriana frente a 
11 cepas de Salmonella; reportando que los terpenos, D-limoneno y los terpenos de 
esencia de naranja exhibieron actividad inhibitoria contra las cepas mediante el ensayo de 
difusión de disco, concluyendo que estos tipos de compuestos ofrecen la posibilidad de 
utilizar como antimicrobianos naturales para mejorar la seguridad de los alimentos. 
Una de las principales razones de pérdidas económicas en la industria alimentaria son los 
ocasionados por hongos, con la subsequente la reducción del valor nutricional del 
alimento (Magro et al. 2008). Los químicos sintéticos como los fungicidas son usualmente 
utilizados para la inhibición de esporas, las cuales son altamente tóxicas y peligrosas para 
el medio ambiente y la salud. Diversos problemas surgen, siendo la resistencia que llegan 
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a desarrollar estos microorganismos a distintos tratamientos, causando problemas en la 
salud (Jacometti et al. 2010). Varios estudios han demostrado que los aceites esenciales 
de diversas fuentes tienen una actividad potente contra los microorganismos. Debido al 
gran contenido de componentes presentes en el aceite esencial de naranja y muchos 
cítricos, se ha logrado detectar una significante actividad antimicrobiana tanto en bacterias 
como en hongos (Chanthaphon et al. 2008).  
Los aceites esenciales de naranja, limón, mandarina y pomelo muestran actividad 
antifúngica contra los hongos A. niger, A. flavus, P. chrysogenum y P. verrucosum por el 
método de dilución en agar; resultando el aceite esencial de naranja como el más eficaz 
contra A. niger, mientras que la mandarina es el mejor inhibidor de A. flavus. En el caso 
de P. chrysogenum y P. verrucosum, el aceite esencial de pomelo fue más efectivo para 
reducir el crecimiento. Los aceites esenciales de cítricos podrían considerarse alternativas 
adecuadas a los aditivos químicos para su uso en la industria alimentaria, considerando 
las necesidades de seguridad y los requerimientos de los componentes naturales por los 
consumidores (Viuda-Martos et al. 2008). Singh et al. (2011), estudiaron la actividad 
antifúngica de aceites esenciales de naranja de Citrus maxima y Citrus sinensis, 
reportando que los aceites solos y en combinación lograron inhibir completamente la 
producción de aflatoxinas B1 (AFB1), mientras que el principal compuesto en ambos 
aceites de forma individual mostró una mejor eficacia antiaflatoxigénica. Considerando 
que estos aceites podrían recomendarse como antimicrobianos naturales para controlar el 
crecimiento de hongos y la producción de aflatoxinas. 
Por lo antes mencionado, los AE son por excelencia agentes antimicrobianos (Matiz et al. 
2012). Sin embargo, el aceite esencial de naranja y en general, los aceites esenciales son 
muy inestables y se degradan muy fácilmente por factores medioambientales (luz, 
oxígeno, temperatura etc.), una manera de proteger la degradación es por medio de 
microencapsulación (Velázquez, 2008).  
 
2.3.2 Actividad antioxidante 
Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidación de otras 
moléculas, es una reacción química de transferencia de electrones de una sustancia a un 
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agente oxidante. Las reacciones de oxidación pueden producir radicales libres que 
comienzan reacciones en cadena (Botsoglou et al. 2009). Los antioxidantes terminan estas 
reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de oxidación, 
oxidándose ellos mismos. Como resultado, los antioxidantes a menudo son agentes 
reductores, como los tioles o polifenoles (Alfaro, 2012). Los antioxidantes se usaron por 
primera vez para preservar los alimentos antes de la segunda guerra mundial. Los primeros 
en ser utilizados fueron sustancias naturales, pero fueron reemplazados rápidamente por 
sustancias sintéticas, más baratas de pureza controlada y poseedoras de una capacidad 
antioxidante más uniforme. Se valoró su toxicidad por métodos muy variados a 
concentraciones 100-200 veces mayores que su nivel real de consumo. Pero el aumento 
del uso de aditivos sintéticos puso en tela de juicio su utilización por parte de los 
consumidores creándose la necesidad de reemplazar estas sustancias por otras de origen 
natural (Pokorny et al. 2005). 
A menudo son clasificados en dos amplias divisiones, dependiendo de su solubilidad en 
agua (hidrofílicos) o en lípidos (hidrofóbicos), la capacidad de acción antioxidante, por 
otro lado, dependerá de la función de otros miembros del sistema antioxidante, la 
protección que aporta dependerá de su concentración, y de su reactividad en particular a 
especies oxígeno reactivas (Alfaro, 2012). Una alternativa como fuente de antioxidantes 
naturales pueden ser el uso de aceites esenciales con actividad antioxidante (Madsen y 
Bertelsen, 1995). 
La actividad antioxidante se puede evaluar mediante numerosos métodos (Prior et al. 
2005). Los métodos de determinación antioxidante se basan en comprobar cómo un agente 
oxidante induce daño oxidativo a un sustrato oxidable, daño que es inhibido o reducido 
por la presencia de un antioxidante. Estas técnicas son muy variadas y proporcionan una 
gran variedad de parámetros (Fernández-Pachón et al. 2006). El DPPH (2,2′-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), es una de estas técnicas, en la cual el reactivo que se utiliza es de bajo 
costo, se utiliza en pequeña cantidad, y sólo se requiere un espectrofotómetro para realizar 
las lecturas (García-Becerra et al. 2010), así mismo existen otras como el ABTS (2,2-
azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid). Un estudio de la actividad antioxidante 
del residuo no volátil del aceite esencial de naranja contra la oxidación del aceite de oliva 
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de recién extracción, mediante la medición del valor de peróxidos producidos a 70 ºC 
durante 48 h, reportando actividad antioxidante e identificaron mediante HPLC 
compuestos como a-tocoferol y tres flavonas metoxiladas, confirmando que la fracción 
no volátil contiene antioxidantes naturales (Vargas-Arispuro et al. 1998). 
Guddadarangavvanahally et al. (2008), evaluaron la actividad antioxidante de naranjas de 
pomelo y ombligo mediante la extracción de diferentes solventes, utilizando métodos 
como ABTS, DPPH y ORAC, reportando que si obtuvieron actividad antioxidante de los 
extractos con diferentes solventes pero que la actividad dependía del tipo de solvente 
utilizado, tipo de naranja y la técnica de estudio utilizada, incluso encontraron diferencia 
significativa entre los valores obtenidos por el mismo método en diferentes solventes. 
Atribuyendo que la actividad antioxidante de cada extracto pudo deberse a la cantidad de 
carotenoides, compuestos fenólicos y vitamina C presentes en los extractos. 
Zia-ur-Rehman (2006), valoró el extracto de cáscara de cítricos como fuente natural 
antioxidante durante 6 meses de almacenamiento en aceite de maíz a 25 y 45 ºC. Los 
extractos se obtuvieron con diferentes solventes, obteniendo como resultados que el 
extracto metanólico exhibió una actividad antioxidante muy fuerte, casi comparable con 
antioxidantes sintéticos como BHA y BHT, recomendando el uso de extracto como un 
antioxidante natural para suprimir el desarrollo de la rancidez en aceites y grasas. 
Di Vaio et al. (2010), realizaron un estudio sobre la actividad antioxidante de extractos 
etanolicos de cáscara de 18 cultivares de limón en regiones de Italia, obteniendo resultados 
con alto poder captador de radicales sugiriendo que el aceite esencial de limón y sus 
componentes pueden contribuir a la prevención de la oxidación en alimentos e inhibir la 
oxidación de lípidos, sin embargo mencionan el interés de determinar las concentraciones 
de los metabolitos bioactivos y su posible correlación con la actividad antioxidante. 
Hyang-Sook et al. (2000), estudiaron la actividad antioxidante de 34 tipos de aceites 
esenciales de cítricos y sus componentes mediante el radical DPPH, obteniendo que la 
actividad de 31 tipos de aceites fue comparables o más fuertes que las de Trolox 
(antioxidante de referencia), concluyendo que estos son altamente biodisponibles y 
pueden ser activos en el cuerpo como antioxidantes y eliminadores de radicales libres. 
Mahmud et al. (2009), evaluaron la actividad antioxidante del aceite esencial de Citrus 
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acida, obteniendo como resultados que el aceite era capaz de reducir el DPPH hasta un 
91.7 % en comparación con la referencia del ácido ascórbico, como potencial antioxidante 
e ingrediente en la industria de alimentos. 
2.4 Microencapsulación 
La encapsulación y/o microencapsulación es una tecnología que permite envolver 
físicamente en una matriz protectora o material denominado “tipo pared”, a aquellos 
ingredientes considerados sensibles, como una manera de protegerlos o cubrirlos, de 
diversas reacciones adversas, pérdidas volátiles, deterioro nutricional (Hogan et al. 2001), 
de la humedad, calor o condiciones extremas y así desarrollar o mejorar su estabilidad y 
mantener la viabilidad del producto, la técnica posee un alto potencial para generar nuevos 
productos y procesos. En las aplicaciones para alimentos, son típicamente empleados para 
resolver problemas de formulación que puedan surgir de la estabilidad química o física 
limitada del ingrediente activo, una incompatibilidad entre el ingrediente activo y la 
matriz, control de liberación del compuesto o biodisponibilidad de un nutriente (Alfaro, 
2012). Actualmente, la microencapsulación se utiliza para mejorar la estabilidad y 
controlar la liberación de ingredientes alimenticios secos activos tales como aromas, 
enzimas, probióticos y aceites sensibles a la oxidación; también provee un medio de 
envasar, separar y almacenar materiales en escalas microscópicas para su liberación 
posterior bajo condiciones controladas (Chávez-Páez et al. 2012; Jyothi et al. 2010). 
Los procesos de encapsulación fueron desarrollados entre los años 1930 y 1940 por la 
National Cash Register para la aplicación comercial de un tinte a partir de gelatina como 
agente encapsulante mediante un proceso de coacervación (Lopretti et al. 2007; Filardo y 
Sánchez, 2010). Después de la primera utilización comercial de microencapsulación en 
1954 para crear un papel de copia sin carbón; diferentes técnicas de encapsulación fueron 
desarrolladas y aceptadas dentro de la industria farmacéutica, química, cosmética y 
alimentaria (Seid et al. 2008). La microencapsulación de compuestos de actividad 
biológica (ADN, fármacos, proteínas, probióticos, enzimas, etc.), desde el punto de vista 
tecnológico, podría definirse como el proceso de recubrimiento de dichos compuestos, 
bajo la forma de moléculas, partículas sólidas o glóbulos líquidos, como materiales de 
distinta naturaleza, para dar lugar a partículas de tamaño micrométricos. El producto 
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resultante de este proceso tecnológico recibe la denominación de “microesfera” ó 
“microcápsula”, dependiendo de cuál sea su morfología y estructura interna. 
La microcápsula se diferencia de las microesferas principalmente por el tipo de estructura 
interna.  En el primer caso, el principio activo, que puede ser de naturaleza líquida o sólida, 
se encuentra incluido en una especie de reservorio recubierto por una fina película de 
material. En el caso de las microesferas, el principio activo se encuentra altamente 
disperso bajo la forma de diminutas partículas o de moléculas en una matriz de material 
que puede ser lo mismo del recubrimiento. La obtención de un tipo de estructura u otro, 
depende de las propiedades fisicoquímicas del principio activo y del material de 
recubrimiento, así como del proceso tecnológico elegido (Lopretti et al. 2007). 
El tamaño de las partículas formadas a través de encapsulación puede ser clasificado en: 
macro (> 5000 µm): micro (1,0 a 5,000 µm); y nano (<1,0 µm). Cápsulas debajo de 1,0 
µm de tamaño son frecuentemente referidas como nanocápsulas, que a menudo se hacen 
por métodos de nanoencapsulación muy especializados (Seid et al. 2008). La producción 
de microcápsulas, involucra procesos de distinta naturaleza según sea el objetivo. 
Diversos métodos han sido propuestos para la producción de microcápsulas; en general, 
estos métodos pueden ser divididos en tres grupos: físicos, químicos o fisicoquímicos, 
presentado en la Figura 1, donde se mencionan algunos ejemplos, siendo uno de los más 
importante el secado por aspersión, ya que es un método efectivo y económico para la 
protección de materiales y que está siendo ampliamente utilizado en la industria de 
alimentos (Lopretti et al. 2007).  La selección del proceso de encapsulación para una 
aplicación se considera el tamaño medio de la partícula requerida y las propiedades 
fisicoquímicas del agente encapsulante y la sustancia a encapsular, las aplicaciones para 












Figura 1. Procesos para la obtención de microcápsulas. 
2.4.1 Proceso para la obtención de microcápsulas 
 
 2.4.1.1 Secado por atomización  
  
Recientemente, se ha extendido un gran interés hacia el desarrollo de productos 
preformulados utilizando el secado por aspersión, conocido también como secado por 
atomización, pulverización, spray, rocío o "spray drying". Este método se ha utilizado 
desde principios del siglo XX, aunque existen patentes sobre equipos para el secado por 
aspersión de huevos y leche desde 1850, su aplicación en la industria de alimentos surgió 
en 1913 en un proceso desarrollado para la leche (López, 2010). El proceso de secado por 
atomización es una operación básica que consiste en la transformación de una suspensión 
o disolución en un material seco particulado, mediante la atomización del primero en un 
medio caliente y seco. El secado por atomización de gotas es utilizado en muchas 
aplicaciones industriales de los sectores cerámico, químico, alimentario, farmacéutico 
(Mondragón et al. 2013). 
 
 2.4.1.2 Liofilización  
Una de las técnicas de secado utilizada para retardar en altas proporciones la calidad 
nutricional, el sabor y las propiedades físicas de los productos es la liofilización. Este 
proceso de secado se basa fundamentalmente en la sublimación del agua, abarca tres 
etapas: el congelamiento del producto, el secado primario y el secado secundario (Salazar 
	 16 
et al. 2016). Permite reducir las pérdidas de los compuestos volátiles o termosensibles, 
considerado como uno de los más nobles procesos de conservación de productos 
biológicos, sin el uso de conservantes y productos químicos, siendo adecuado para 
preservar células, enzimas, vacunas, virus, levaduras, sueros, derivados sanguíneos, algas, 
así como frutas, vegetales, carnes, pescado y alimentos en general (Ramírez, 2006). 
 2.4.1.3 Extrusión   
 
En esta técnica, la emulsión del material activo y del recubrimiento generan gotas al pasar 
por un dispositivo extrusor a alta presión. Comunmente, un material utilizado como 
recubrimiento es el alginato de calcio. Esta técnica ha sido aplicada para encapsular 
microorganismos, enzimas, ácidos grasos y prebióticos, generando microcápsulas menos 
porosas que otras técnicas como secado por aspersión. Consideraciones del proceso es que 
se duplica el costo y el empleo de extrusores de tornillos a alta presión, que ocasionan 
grandes fuerzas de cizallamiento, que no son benéficos a la estabilidad de materiales 
sensibles como el aceite omega-3 (Nava et al. 2015). 
 2.4.1.4 Polimerización interfacial 
Esta técnica consiste en disolver un monómero hidrofóbico polimerizable en un material 
activo hidrofóbico, que ocasiona que la mezcla sea dispersa en una fase polar mientras un 
catalizador genera la polimerización del monómero, haciendo insoluble el polímero en la 
sustancia activa hidrofóbica y se sitúa como cubierta de la sustancia activa. Los materiales 
de recubrimiento son principalmente polímeros como poliamidas, poliuretanos y nylon; 
siendo utilizados ampliamente para realizar microcápsulas de proteínas, farmacéuticos, 
entre otros (Yáñez et al. 2005). Jiang et al. (2012), obtuvieron microesferas de ácidos 
carboxílicos por polimerización interfacial, exhibiendo superparamagnetismo y 
magnetización de alta saturación, generando interés por su aplicación para bioseparación, 
liberación de fármacos y biocatálisis. 
 2.4.1.5 Coacervación simple y compleja 
Es un método que consiste en la separación de fases, en el cual el soluto polimérico es 
separado en gotas pequeñas que constituye el coacervado y la otra fase sin polímero es 
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llamada solución de equilibrio. En la coacervación simple esta presente solo un polímero, 
mientras que en la compleja interactúan dos coloides opuestamente cargados. Las 
microcápsulas finales son formadas por la gelificación de las cápsulas que previamente se 
generaron cuando el coacervado se deposita alrededor de partículas insolubles dispersas 
en un líquido. La coacervación fue introducida en 1929 para detallar el fenómeno de 
separación de fases líquidas (dos fases líquidas, un coacervado y un sobrenadante), que 
tenía lugar en un sistema coloidal (Maji et al. 2007). El uso de este método se ha usado 
para realizar microcápsulas de enzimas, ácidos grasos, aminoácidos, entre otros utilizando 
diversos polímeros como polivinílico (Yáñez et al. 2005). 
 
 2.4.1.6 Atrapamiento en liposomas 
Para la protección de ingredientes se utilizan liposomas como material recubriente, el cual 
es utilizado comúnmente para aplicaciones farmacéuticas, con la finalidad de controlar la 
liberación de ingredientes encapsulados, pero ha generado tal interés que en años recientes 
ha iniciado su uso en alimentos. Los fosfolípidos son los agentes encapsulantes más 
utilizados debido a que una vez mezclados con el agua sufren un rearreglo (Yáñez et al. 
2005). Compuestos solubles en agua y solubles en lípidos pueden ser encapsulados por 
esta técnica al mismo tiempo, debido a que los solubles en agua pueden ser envueltos 
dentro de las gotas y los solubles en lípidos en el material de recubrimiento. Los 
ingredientes encapsulados exhiben una alta actividad acuosa comparada con otras técnicas 
como secado por atomización, extrusión, siendo una de las ventajas que presenta esta 
técnica, sin embargo, los altos costos y la baja estabilidad fisicoquímica durante el proceso 
limitan su uso en la encapsulación principalmente de compuestos como aceites ricos en 
omega-3 (Barrow et al. 2013). 
Para generar algunas microcápsulas se requiere desarrollar la encapsulación en emulsiones 
y posteriormente realizar el secado para el cambio de estado líquido a sólido y prolongar 




 2.4.1.7 Emulsiones 
 
Existen dos principales técnicas de emulsión que permiten llevar a cabo los diferentes 
procesos de microencapsulación siendo la emulsión aceite en agua (Oil/Water: O/W) y 
agua en aceite (Water/Oil: W/O) (Lopretti et al. 2007). 
Una emulsión simple se obtiene cuando dos líquidos inmiscibles, como aceite y agua, se 
agitan y forman gotas de un líquido en otro. Estas gotas de un líquido  en  otro  es lo  que 
se conoce como  una emulsión. Las emulsiones pueden  ser entonces de dos tipos: una en  
la cual las gotas (fase dispersa) son  de agua o solución acuosa y la fase en donde están 
inmersas las gotas (fase continua) es aceite, el otro tipo de emulsión es la inversa; gotas 
de aceite en  una fase continua acuosa. Las primeras se denotan como emulsiones agua en 
aceite (W/O), ejemplos de estas son mantequilla, margarina y algunos spreads y las aceite 
en agua (O/W), siendo ejemplos la leche, cremas, helado, dressings, mayonesas, bebidas, 
sopas, dips y salsas (Alfaro, 2012). En la Figura 2,  se muestran los dos tipos de emulsiones 
mencionadas (Cárdenas, 2003). 
 
Figura 2. Tipos de emulsiones (W/O; O/W) 
En la industria de los alimentos, usualmente estos líquidos son aceite y agua, sin embargo 
no siempre es así. El tamaño del diámetro de las gotas esféricas en el producto 
emulsificado alimenticio puede variar entre el rango de 0.1 a 100 µm (Alfaro, 2012). Es 
necesario evitar que al cesar la agitación las gotas se unan de una vez. Para lograr la 
estabilidad de las emulsiones se necesita entonces un tercer componente conocido como 
“surfactante”. Este componente se ubica en la superficie de las gotas de la emulsión  y  
evita o retarda la coalescencia de las gotas, haciendo de esta forma la emulsión “estable” 
(Cárdenas, 2003). El término “surfactante” se utiliza para referirse relativamente a 
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aquellas pequeñas moléculas tensoactivas que constan de una “cabeza” grupo hidrófilo, 
que tiene una alta afinidad por el agua que se adjunta a una “cola” grupo lipófilo, que tiene 
una alta afinidad por el aceite. El principal papel de los surfactantes en una emulsión es 
mejorar la formación de la emulsión y su estabilidad. Una amplia variedad de tensoactivos 
están disponibles para uso en productos alimenticios. Por otro lado, un agente estabilizante 
es un compuesto químico (o mezcla) que confiere estabilidad a la emulsión a largo plazo, 
posiblemente por un mecanismo de adsorción, pero no necesariamente. Los estabilizantes 
son generalmente biopolímeros como proteínas y polisacáridos (McClements,  2005; 
Ruiz, 2004). El mecanismo por el que estabilizan los polisacáridos es vía modificación de 
las propiedades reológicas del medio de dispersión (viscosidad o gelación de la fase 
acuosa continua) (Dickinson, 2003), es decir tiene la capacidad de aumentar la viscosidad 
o la formación de una red de gel en fase continua (Mey-Chuah et al. 2008); mientras que 
en el caso de las proteínas, la estabilización se debe a que tienen una fuerte tendencia a 
adsorberse en las interfases aceite-agua y formando capas estabilizadoras alrededor de las 
gotas de aceite. 
 2.4.1.7.1 Material de pared 
Los principales materiales encapsulantes utilizados son carbohidratos (almidón y 
derivados, maltodextrinas, jarabes de maíz, sacarosa, dextrana, ciclodextrinas, 
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, nitrocelulosa, acetilcelulosa); gomas 
(arábiga, mezquite, guar, xantana, carragenina); lípidos (ceras, parafinas, grasas, ácido 
esteárico, tristearina, mono y diglicéridos) y proteínas (gelatina, proteína de soya, 
caseinatos, suero de leche, zeína, gluten, caseína). Estos encapsulantes deben de tener la 
capacidad de proporcionar una emulsión estable durante el proceso de secado por 
aspersión y tener muy buenas propiedades de formación de película para proveer una capa 
que proteja al ingrediente activo de la oxidación (Desai y Park 2005). 
Hay un número de recubrimientos disponibles y aprobados comercialmente para producir 
diversos alimentos microencapsulados. No todos los materiales de protección satisfacen 
todas las propiedades, es necesario utilizar a menudo en combinación con otros materiales 
de revestimiento con otras propiedades modificadoras tales como eliminadores de 
oxígeno, antioxidantes, agentes quelantes y tensioactivos (Ré, 1998). Las proteínas y los 
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polisacáridos son dos de los biopolímeros funcionales más importantes añadidos en los 
productos alimenticios basados en la emulsión para controlar la estabilidad, la textura, 
tiempo de conservación, y la apariencia general de emulsiones de alimentos.  La proteína 
de suero (WPI por sus siglas en inglés) es un excelente emulsionante y ampliamente 
utilizado en las emulsiones de alimentos debido a sus propiedades de superficie activa. 
WPI es adsorbida en la interface aceite-agua para formar una película protectora y 
proporcionar soporte estructural para las gotitas de aceite a través de una combinación de 
interacciones electrostáticas y estéricas (Changhui y Gunasekaran, 2010). La selección de 
las combinaciones de materiales de pared puede afectar las propiedades de la emulsión, 
tales como estabilidad, viscosidad, tamaño de las gotas, por consecuencia las 
características de las partículas después del secado y durante el almacenamiento como las 
propiedades del polvo tales como aceite superficial, tamaño de partícula, densidad, 
morfología y estabilidad oxidativa, siendo influenciadas por el tipo de agente de 
encapsulación utilizado (Carneiro et al. 2013). Existen diversos autores que han realizado 
estudios sobre la estabilidad de aceites, particularmente de aceite esencial de naranja e 
incluso de sus componentes de forma individual. Sin embargo, existen muy pocos estudios 
en relación a aceites concentrados encapsulados. 
Tsung-Shi et al. (2011), evaluaron el efecto de la lecitina y pectina sobre la oxidación 
fotosensibilizada de riboflavina con aceite de naranja en la estabilidad de la emulsión 
mediante tamaño de partícula, viscosidad y potencial Z. Los resultados obtenidos 
mostraron que el contenido de lecitina y pectina tiene efectos significativos sobre la 
estabilidad oxidativa del aceite de naranja durante la oxidación fotosensibilizada, y no se 
encontró efecto interactivo entre los contenidos de los compuestos, sugiriendo una 
proporción para el contenido de lecitina y pectina de 14.1 y 19 respectivamente. 
Li et al. (2011), investigaron los efectos de la maltosa sobre la estabilidad y las 
propiedades reológicas de la emulsión de naranja (aceite en agua: O/W) desarrollada con 
almidón de maíz modificado con anhídrido octenil succínico, evaluando el índice de 
cremado, tamaño de partícula y propiedades reológicas durante el almacenamiento. La 
emulsión sin maltosa durante un almacenamiento de un mes mostró inestabilidad, 
contrario a la que contenía maltosa que es más estables, siendo el almidón modificado 
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importante en la estabilización adsorbiendo en la interfaz de la emulsión, sin embargo, al 
aumentar el contenido de maltosa, los resultados de las caracteristicas reológicas 
aumentaban sus propiedades viscoelásticas, mejorando la estructura elástica de la 
emulsión. 
Djordjevic et al. (2007a), realizaron estudios sobre la encapsulación de componentes de 
sabor de los aceites cítricos como citral y limoneno, ambos pueden generar degradación 
química que produce una pérdida de sabor y la posible formación de sabores 
desagradables, considerando que en emulsión pueda inhibir las reacciones químicas y 
estabilidad de los compuestos, utilizando como materiales de pared dos opciones 
dodecilsulfato de sodio (SDS) con quitosano y solo goma arábiga. Reportando que el citral 
se degrado menos utilizando goma arábiga, sin embargo, las emulsiones utilizando SDS-
quitosano fueron más efectivas para retardar la formación de compuestos de oxidación, 
para el limoneno estabilizado con SDS-quitosano fue menor la formación de productos de 
oxidación que la goma arábiga, considerando que la capacidad de un sistema emulsionante 
de SDS-quitosano puede disminuir las interacciones prooxidantes de los compuestos. Otra 
investigación utilizando aislado de proteína de suero de leche (WPI, por sus siglas en 
ingles), menciona que es más efectiva que la goma arábiga, reportando que la WPI generó 
menor degradación del limoneno que utilizando goma arábiga, en dos pH (3 y 7) 
sugiriendo que la WPI podría ser capaz de inhibir el deterioro oxidativo del limoneno en 
emulsiones de aceite en agua (Djordjevic et al. 2008b). 
Hye-Sook et al. (2011), realizaron la preparación de emulsiones con aceite de pescado 
utilizando b y g-ciclodextrinas y concentrado de proteína de suero de leche en varias 
proporciones; siendo la g-ciclodextrina más eficiente que la b-ciclodextrina para este 
aceite, mejorando la estabilidad de la emulsión y la eficacia de la encapsulación con un 
80%; reportando que con una cantidad mayor de ciclodextrina y menor cantidad de 
concentrado de proteína de suero de leche se generaron partículas más pequeñas, ádemas 
de reducir un 30% del olor del aceite de pescado encapsulado. 
Mirhosseini et al. (2008), realizaron una emulsión para una bebida de naranja diluida, 
utilizando aceite de naranja y como materiales de pared goma xantana y goma arábiga, 
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evaluando la liberación del sabor en la bebida, con 13 compuesto de sabor volátiles 
incluidos el mirceno, limoneno, octanal linalool entre otros. Concluyendo que la emulsión 
de bebida de naranja que contenía 15.87 % de goma arábiga, 0.5% de goma xantana y 
10% de aceite de naranja proporciona la liberación de aroma. 
Rao y McClements (2012), estudiaron la influencia de formación y propiedades de 
emulsiones (aceite en agua) utilizando aceite concentrado de limón (1x, 3x, 5x y 10x). Los 
resultados de la densidad, tensión interfacial, viscosidad e índice de refracción de los 
aceites aumentaba a medida que era más concentrada (es decir, 1 <3 <5 <10), de igual 
manera, la estabilidad estuvo influenciada según el aceite concentrado, siendo los aceites 
más inestables el 1x, 3x y 5x, atribuyendo a la maduración de Ostwald, difusión del aceite 
de limón de pequeñas gotas a grandes, el aceite concentrado 10x fue estable al crecimiento 
de gotas. 
 2.4.1.7.2 Estabilidad de emulsiones 
El proceso de ruptura de las emulsiones puede ocurrir mediante cuatro mecanismos de 
inestabilidad diferentes. La Figura 3, muestra una representación gráfica de cada uno de 










Figura 3. Mecanismos que contribuyen a la inestabilidad de las emulsiones. 
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o “Creaming” o sedimentación.  Se trata de un proceso causado por la acción de la 
gravedad y produce un gradiente vertical de concentración de las gotas sin variar 
la distribución del tamaño de las mismas (Aranberri et al. 2006). 
o Floculación. Es la adhesión de las gotas sin fusionarse y una vez más no existe una 
variación en la distribución de tamaño de gotas. El proceso de la floculación está 
controlado por un equilibrio global entre las fuerzas de atracción electrostáticas de 
van der Waals, y repulsivas de tipo estéricas y de hidratación (Aranberri et al. 
2006). 
o Coalescencia. Es la fusión de gotas para crear unas gotas más grandes con la 
eliminación de parte de la interfase líquido/líquido. Este cambio irreversible 
requeriría un aporte extra de energía para restablecer la distribución de tamaño de 
partícula original. El proceso de inestabilidad debido a la coalescencia está 
relacionado con la curvatura preferida y con la rigidez de la capa del tensoactivo 
que estabiliza la emulsión (Aranberri et al. 2006). 
o Engrosamiento de gotas (Ostwald ripening). Se debe al crecimiento de las gotas 
más grandes a costa de las más pequeñas hasta que éstas últimas prácticamente 
desaparecen. Este proceso ocurre a una velocidad que es función de la solubilidad 
de la fase dispersa en la fase continua y se debe a que la presión interna de las 
gotas (presión de Laplace) es mayor en las gotas más pequeñas (Aranberri et al. 
2006). 
 
El complejo proceso de la inestabilidad de las emulsiones suele ocurrir mediante la 
combinación de los cuatro posibles procesos de inestabilidad que pueden suceder  
simultáneamente a diferentes velocidades. Dos de los procesos anteriormente citados se 
suelen acoplar. Por ejemplo, las velocidades de flotación en las emulsiones diluidas son 
más rápidas en sistemas floculados que en los no-floculados debido al aumento del tamaño 
de partícula flotante en el primer caso (Aranberri et al. 2006). 
Para ello se utilizan los emulsificantes, que son moléculas superficialmente activas que se 
absorben en la superficie de las gotas, formando una membrana protectora que retarda la 
aproximación de las gotas y su agregación, fomenta la formación de la emulsión y 
estabilización a corto plazo por acción interfacial. Los emulsionantes más utilizados en la 
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industria alimentaria son pequeñas moléculas surfactantes, biopolímeros anfifílicos y la 
materia particulada de superficie activa.  
2.4.1.8 Inclusión molecular 
 
Las ciclodextrinas (CDs) se obtienen durante la degradación del almidón ocasionada por 
la enzima ciclodextrina glucotransferasa (CGTasa) de Bacillius macerans. Consisten en 
una serie de oligosacáridos cíclicos formados por seis (α-CD), siete (β-CD) u ocho (γ-CD) 
unidades de glucosa, unidas entre sí por enlaces α-D (1-4), dando lugar a una estructura 
molecular toroidal, rígida y con una cavidad interior de volumen específico, se describe 
como una forma de cono truncado, mostrada en la Figura 4 (De Garcia et al. 2008). Los 
grupos hidroxilo primarios en posición 6 están  localizados en el lado más estrecho del 
toroide, mientras que los grupos hidroxilo secundarios se ubican en el lado más ancho del 








Figura 4. Estructura de la a, b y g-CD 
Independientemente de los detalles de la estructura, la característica más importante de 
CDs es su cavidad, porque esto permite formar complejos de inclusión con pequeños 
invitados moleculares de un tamaño adecuado, forma y polaridad (de naturaleza orgánica 
o inorgánica) (Astray et al. 2010). En los últimos años, varias revisiones han sido 
publicadas describiendo el uso de CDs en aplicaciones de alimentos. Las CDs han sido 
recomendadas para aplicaciones en el procesamiento de alimentos como aditivos 
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alimentarios con una variedad de objetivos: (I) para proteger los componentes lipofílicos 
de alimentos que son sensibles al oxígeno y a la degradación inducida por la luz o el calor; 
(II) para disolver colorantes y vitaminas; (III) para estabilizar fragancias, sabores, 
vitaminas y aceites esenciales  contra cambios no deseados; (IV) para suprimir olores o 
sabores desagradable; y (V) para lograr una liberación controlada de ciertos constituyentes 
de los alimentos. Dentro de la producción de alimentos, el sabor juega un importante papel 
en la satisfacción de los consumidores e influye en el consumo adicional, debido a que 
durante el proceso de elaboración, de almacenamiento, uso de ingredientes y material de 
empaque pueden causar modificaciones en el sabor (reducir la intensidad de aroma o 
producir un mal sabor); la encapsulación de ingredientes volátiles, permite limitar la 
degradación de aroma o pérdida durante el procesamiento o almacenamiento de alimentos 
y/o bebidas (Astray et al. 2010). β-ciclodextrina (β-CD) es el tipo más común de 
ciclodextrina, aunque la cavidad es básicamente lipófila y su superficie exterior hidrófila, 
las moléculas de agua son huéspedes que llenan el espacio de la cavidad de la 
ciclodextrina. Sin embargo, la cavidad lipófila de β -CD proporciona un microambiente 
en el que el tamaño apropiado de las fracciones apolares puede entrar a formar complejos 
de inclusión (Madene et al. 2005).  
Para lograr un complejo de inclusión exitoso, se deben producir interacciones entre la 
molécula huésped y la CD, es decir, que exista una interacción hidrofóbica, acompañada 
de varios factores entre ambas como lo es la entalpía y entropía, además se pueden generar 
diferentes interacciones entre ellas como lo son la formación de puentes de hidrógeno 
entre ambas moléculas (huésped y grupos hidroxilo de la CD); puede haber pérdida de 
energía ocasionada por las moléculas de agua que hay en el interior de la cavidad de la 
CD. La unión entre la CD y la molécula huésped no es fija o permanente, sino que es un 
equilibrio dinámico gobernado por una constante, cuya fuerza depende del tamaño relativo 
de la molécula complejada y de las interacciones establecidas entre la CDs y la molécula 
complejada (Schneiderman y Stalcup, 2000). Esta propiedad ha sido ampliamente 
utilizada en las industrias de alimentos, farmacéutica y cosmética encapsulando 
componentes activos (antioxidantes, vitaminas, aceites esenciales, colorantes) para 
mejorar su estabilidad, solubilidad y eficacia (Fang et al. 2013). 
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Recientemente, se ha incrementado el interés por la microencapsulación de aceites 
esenciales (Dos Passos et al. 2016; Haloci et al. 2014; Kfoury et al. 2015; Petrovič et al. 
2010) e incluso de compuesto de forma individual (Duarte et al. 2015; Ferreira et al. 2013) 
utilizando ciclodextrinas naturales o modificadas, por diferentes métodos de obtención, 
evaluando las propiedades fisicoquímicas de los complejos de inclusión mediante diversas 
técnicas como espectrometría infrarroja con transformada de Fourier, permitiendo el 
estudio de los cambios en las características espectrales de las moléculas huésped (Calabró 
et al. 2004; Manthey 2006). 
Galvão et al. (2015), desarrollaron complejos de inclusión con b-CD con aceite esencial 
de Citrus sinensis por el método de pasta y co-precipitación con la finalidad de aumentar 
la solubilidad acuosa del aceite y estudiaron la actividad biológica contra larvas de Aedes 
aegypti Linn. Evaluaron las propiedades fisicoquímicas de los complejos mediante 
análisis térmico, difracción de rayos X, espectrometría infrarroja con transformada de 
Fourier y microscopía electrónica de barrido, además el contenido de aceite y la 
solubilidad de los complejos. El estudio demostró que el aceite esencial de naranja formo 
efectiva en inclusión molecular con b-CD, siendo eficaz contra las larvas, la evaluación 
de las propiedades fisicoquímicas sugirió la formación de los complejos, obteniendo que 
el mejor método era el de pasta, con el mayor contenido de inclusión (78.5%). 
Concluyendo que el producto se convierte en una alternativa ambientalmente segura 
(biodegradable, no tóxica y económicamente viable) para controlar las larvas de A. 
aegypti. 
Kringel et al. (2016), realizaron estudios en complejos de inclusión con aceite esencial de 
naranja Valencia utilizando el método de precipitación; realizaron la caracterización a 
través del análisis por microscopía electrónica de barrido y calometría diferencial de 
barrido. Mostrando resultados que fue posible producir un complejo de inclusión entre el 
aceite esencial de naranja. 
Zhu et al. (2014), consideraron que el sabor juega un importante papel en los alimentos 
siendo la encapsulación un método para evitar la pérdida de ingredientes aromáticos 
volátiles proporcionando protección y mejorar la estabilidad. Por lo cual, desarrollaron 
complejos de inclusión por método de precipitación con b-CD y sabor de naranja dulce; 
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logrando la formación de los complejos dando conocimiento en la interacción de la b-CD 
con las moléculas huésped, considerando que las ciclodextrinas son un buen material de 
pared para la generación de microcápsulas.  
Fang et al. 2013,  estudiaron el efecto de la encapsulación de D-limoneno en diferentes 
concentraciones (0, 3, 7.5, 9.68 g/ 100g) sobre la propiedad de adsorción de humedad de 
la b-CD; obteniendo que al incrementar el contenido de limoneno reducía 
significativamente la capacidad de adsorción de humedad de b-CD, causada por la 
disminución de los sitios de adsorción, siendo importante debido a que la b-CD es un 
material de pared comúnmente utilizado para la encapsulación de bioactivas, su propiedad 
de adsorción de humedad es importante para la estabilidad de los componentes 
encapsulados, considerando relevante para la predicción de la estabilidad de 
almacenamiento del limoneno encapsulado en b-CD.  
Menezes et al. (2014), investigaron el desarrollo y caracterización de complejos de 
inclusión del b-CD con linalool, que es un compuesto presente en los aceites esenciales 
de varias plantas aromáticas incluyendo las cítricas, que han hecho referencia que tiene 
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, anticancerígenas, antioxidantes, en 
modelos de animales. Para la obtención utilizaron tres métodos, mezcla física, pasta y de 
suspensión, caracterizándolos por colorimetría de barrido diferencial, análisis 
termogravimétrico, espectroscopía FTIR entre otros. Los resultados mostrados indican 
que hubo una complejación principalmente en el método de pasta, siendo de gran 
importancia para la preservación y uso de este compuesto para la incorporación en la 
industria. 
Abarca et al. (2016), consideraron importante utilizar diversas aplicaciones para el 
desarrollo de materiales de envasado con activos antimicrobianos, considerando que la 
mayoría de los compuestos antimicrobianos son volátiles y requieren protección. 
Estudiaron los complejos de inclusión con 2-nonanona con b-CD en relaciones 1:0.5, 1:1 
y 1:2 mediante el método de co-precipitado, evaluaron la eficiencia de atrapamiento, 
análisis térmico, difractometría de rayos X, espectroscopía infrarroja transformada de 
Fourier y la actividad antifúngica. Obteniendo que la mayor eficiencia de atrapamiento 
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fue de 34.8%, para la relación 1:0.5, los análisis realizados a los complejos sugerían una 
complejación entre los compuestos; en las pruebas antimicrobianas para la reducción del 
crecimiento micelial mostraron comportamiento fungistático contra Botrytis cinerea. 
Por su estructura, las ciclodextrinas (CD) pueden formar complejos de inclusión sobre una 
base molecular con compuestos lipófilos (por su cavidad), mejorando la solubilidad, 
dispersabilidad y absorción acuosa. Estudios realizados en compuestos como la curcumina 
(compuesto lipofílico) con beneficios para la salud óptimos, sin embargo, con baja 
solubilidad en agua y una absorción intestinal deficiente. Purpura et al. (2016), 
investigaron la biodisponibilidad de una fórmula de curcumina con g-ciclodextrina, siendo 
comparada con un extracto sin encapsular y 2 formulaciones comerciales disponibles con 
un supuesto incremento en la disponibilidad. Utilizaron doce voluntarios humanos sanos, 
determinando al inicio y diversos intervalos en las concentraciones de plasma de los 
curcuminoides que están presentes en la cúrcuma, administradas oralmente durante un 
periodo de 12 h. Los resultados mostraron que la formulación utilizando g-CD, mostraba 
mayores concentraciones plasmáticas de curcumina, demetoxicurcumina y curcuminoides 
totales, generando un incremento (39 veces) biodisponibilidad relativa en comparación de 
formulaciones sin encapsular; sugiriendo que las formulaciones de curcumina con g-CD 













3. JUSTIFICACIÓN  
 
Actualmente, se busca cada día más en la industria de alimentos el uso de más ingredientes 
naturales que puedan proveer de beneficios a la salud, sin que estos puedan ser 
perjudiciales. El aceite esencial de naranja es extraído de su cáscara brindando beneficios 
en la medicina preventiva e industria de alimentos como ingrediente con actividades 
antioxidantes, antimicrobianas, entre otras. El aceite esencial de naranja puede ser 
concentrado, es decir, retirar aquellos compuestos volátiles, aumentando compuestos que 
otorgan  las propiedades antes mencionadas. Sin embargo, este tipo de compuestos son 
susceptibles a factores ambientales como la temperatura, pH, el oxígeno, además ser 
afectados por procesos tecnológicos industriales. Debido a esto, ha sido necesaria la 
búsqueda de nuevas técnicas para reducir la inestabilidad y prolongar la vida útil de estos 
compuestos, para lo cual, se requiere la utilización de tecnologías, que los protejan de los 
factores que puedan deteriorarlos. Una de las tecnologías es la microencapsulación y su 
aplicación en alimentos. Este proceso evita la degradación prematura de compuestos de 
alto valor alimenticio con propiedades funcionales, para dotar de mayor calidad 
nutricional a los alimentos enriquecidos con los mismos. Para el desarrollo de la 
microencapsulación se realizan primeramente emulsiones sencillas y/o múltiples y 
posteriormente alguna técnica de secado; otra manera de encapsular los compuestos es 
mediante inclusión molecular mediante el uso de ciclodextrinas. Por consiguiente, la 
presente propuesta está dirigida al uso de nuevas tecnologías protectoras como la 
microencapsulación por medio de emulsiones, aprovechamiento de las propiedades de 
biopolímeros para ser utilizados como material de pared y de esta manera proteger, 
mantener y resguardar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas  del aceite esencial 
de naranja para que pueda ser utilizado como un aditivo en la industria de alimentos y 


















El aceite esencial de naranja y sus concentrados incorporados en microcápsulas 
desarrolladas mediante emulsiones e inclusión molecular con biopolímeros y b-CD, se 























Evaluar el efecto estabilizante y preservador de la capacidad antimicrobiana y 
antioxidante de microcápsulas de aceite esencial de naranja y sus concentrados, 
desarrolladas mediante emulsiones e inclusión molecular con biopolímeros y b-CD 
 
Objetivos Particulares  
 
• Caracterizar mediante cromatografía de gases – espectrometría de masas 
(GC/MS) el aceite esencial de naranja y sus concentrados obtenido por prensado 
en frío y destilación fraccionada. 
• Determinar la actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite esencial de 
naranja, sus concentrados (5x, 10x y 20x) y D-limoneno. 
• Desarrollar emulsiones con aceite esencial de naranja y sus concentrados 
utilizando b-CD y biopolímeros y determinar su estabilidad física. 
• Evaluar la cinética de actividad antioxidante de aceites concentrados de naranja 
(5x, 10x y 20x), en emulsión almacenadas a diferentes temperaturas. 
• Obtener y caracterizar complejos de inclusión con b-CD de los aceites 
concentrados de naranja (5x, 10x y 20x) a través del método de co-precipitado. 
• Evaluar la capacidad antioxidante de los complejos de inclusión de la b-CD con 
los aceites concentrados de naranja (5x, 10x y 20x). 
• Evaluar la capacidad antimicrobiana los complejos de inclusión de la b-CD con 
los aceites concentrados de naranja (5x, 10x y 20x) sobre microorganismos de 
importancia en la industria de alimentos. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6.1 Material 
El aceite esencial de naranja (AN) y los aceites concentrados de naranja (5x, 10x 
y 20x) fueron proporcionados por Frutech International Mexico, el D-limoneno (DL) fue 
adquirido en SIGMA-Aldrich México. La beta-ciclodextrina (b-CD) fue proporcionada 
por Wacker México, concentrado de proteína de suero (WPC, por sus siglas en ingles) y 
goma xantana (XG) fueron adquiridos comercialmente. Todos los reactivos utilizados 
fueron de grado analítico. 
6.2 Métodos 
6.2.1. Caracterización del aceite esencial de naranja y sus concentrados 
El aceite esencial de naranja fue obtenido industrialmente por prensado en frío, 
posteriormente mediante la destilación fraccionada utilizando una columna de platos con 
empaque estructurado al vacío se obtuvieron los aceites concentrados de naranja 5x, 10x 
y 20x. Las condiciones de los parámetros utilizados durante la destilación, se ajustaron en 
base a la composición inicial del aceite esencial de naranja para obtener un producto final 
con una composición deseada, en base a las especificaciones del producto requerido por 
los clientes. Un intervalo de presiones de 5–20 mbar y con reflujo a temperaturas entre 
80–100°C. 
6.2.2 Análisis cromatográfico del aceite esencial de naranja y sus concentrados  
 
El análisis se realizó de acuerdo a Liu et al. (2012), con algunas modificaciones. 
Cromatógrafo de gases 7890B acoplado a un espectrómetro de masas 5977A con una 
columna capilar HP 5MS: 30 m x 0.25 mm x 0.25 µm (Agilent Technologies. Santa Clara, 
CA, USA). Las condiciones cromatográficas fueron: temperatura del Inyector fue de 250 
°C y la temperatura de la fuente de ionización y el cuadropolo fue  230  y 150 °C 
respectivamente. Se utilizó helio como gas acarreador con un flujo de 1.0 mL/min. El tipo 
de ionización fue por impacto electrónico con 70 ev, el modo de adquisición fue Scan con 
rango de 30 a 400 uma. La temperatura del horno fue 70 °C, se mantuvo por 1min, después 
se alcanzó la temperatura de 200 °C con una rampa de 10 °C/min, esta temperatura se 
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mantuvo por 2 min, una segunda rampa de 10 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 
300 °C esta se mantuvo por 5 minutos. Se utilizaron como estandares: D-limoneno, 
linalool, decanal, a-terpineol y valenceno. 
 
6.2.3 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
  
Las cepas bacterianas utilizadas fueron Salmonella typhi ATCC 19430, adquirida de la 
Colección de cepas típicas americanas (American Type Culture Collection ATCC), 
Bacillius cereus ATCC13061, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Listeria 
monocytogenes ATCC 7644, fueron donadas por el laboratorio de Microbiología 
Sanitaria, de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL. Las cepas fueron 
conservadas a -80oC en medio infusión cerebro corazón (ICC) con 20% v/v de glicerol y 
cultivadas en caldo ó agar Müeller Hinton (MH). En el caso de Listeria monocytogenes se 
utilizó medio soya tripticasa (ST) tanto para su conservación como para su cultivo. Para 
la activación de bacterias, se tomó una alícuota (50µL) del cultivo en congelación y se 
adicionó a un tubo conteniendo 5 mL de caldo Muller Hinton o Soya tripticasa según fuese 
el caso. Se incubaron a 37 oC durante 18 h. Posteriormente, se tomó una alícuota (10 µL) 
de cada cultivo activado por separado, colocándose en tubos conteniendo caldo MH. 
 
6.2.4 Determinación de la actividad antimicrobiana  
 
Para la determinación de la actividad antimicrobiana se utilizó el método de difusión en 
disco mencionado por Klančnik et al. 2010. Una suspensión bacteriana (ajustada al 0.5 
Mc Farland ≈107) fue distribuida homogéneamente en placas con agar MH. Cinco discos 
de 6 mm de diámetro fueron colocados en la superficie del agar e impregnados con 10 µL 
de cada compuesto. Las placas fueron incubadas a 37 oC por 24 h. Transcurrido ese tiempo 
se midieron los halos de inhibición alrededor de los discos, definiéndose la actividad 
antimicrobiana como la ausencia de crecimiento bacteriano en la zona que rodea los 
discos. Para Listeria monocytogenes, se procedió de la misma forma mencionada 
utilizándose el agar soya tripticasa. El ensayo se realizó tres veces por duplicado. Como 
control negativo se utilizó agua destilada estéril y DMSO. Como control positivo se utilizó 
gentamicina a una concentración de 400 µg/mL. 
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       6.2.5 Determinación de la Concentración mínima inhibitoria (CMI) y 
Bactericida (CMB) 
 
Para la determinación de la CMI y CMB se utilizó el método de dilución en tubo de 
acuerdo al método mencionado por Castillo et al. (2011), con algunas modificaciones. 
Alícuotas (50 µL) de cultivos activados y ajustados (0.2 O.D.600nm) (1x107) de cada 
bacteria, fueron adicionados por separado en tubos conteniendo 5 mL de caldo Mueller 
Hinton con diferentes concentraciones de AN, DL y las fracciones concentradas (0.25- 
0.5, 1.0, 1.5, 2, 2.5 mg/mL concentración final en el tubo por cada uno de los aceites o 
concentrados utilizados), se incubaron a 37 oC por 24 h. Posterior al tiempo de incubación, 
se realizó una cuenta en placa, definiéndose la CMI como la concentración menor que 
causara una disminución del 90% de la población bacteriana a las 24 h y la CMB aquella 
concentración mínima que inhiba por completo el crecimiento microbiano (Klančnik et 
al. 2010). Para Listeria monocytogenes se procedió de la misma forma, pero se utilizó el 
medio soya tripticasa. 
 
6.2.6 Determinacón de la actividad antioxidante 
 
La determinación de actividad antioxidante del AN, DL y fracciones concentradas, se 
realizó por los métodos de ABTS [2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)] y 
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Se utilizó Trolox (ácido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcromo-2- carboxílico 97%) como antioxidante de referencia. Para la 
determinación por ABTS+. se realizó según el método propuesto Re et al. (1999), con 
algunas modificaciones.  ABTS+. fue generado por la reacción 7 mM de ABTS con 2.45 
mM persulfato de potasio por 16 h en la oscuridad a temperatura ambiente. El ABTS+. fue 
diluido con etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0.7 ± 0.02 a 734 nm en un 
espectrofotómetro Genesys 5 (Spectronic). Para el análisis con el radical DPPH acorde al 
método de Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones, se pesó 3.9 mg del 
radical aforando a 100 mL con etanol, la solución fue medida a 517 nm en un 
espectrofotómetro a una absorbancia de 1 ± 0.05. 
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Alícuotas de 10-300 µL de solución de los aceites esenciales con etanol fueron mezcladas 
con 2.7 mL de ABTS+. reaccionando por 7 minutos en oscuridad. La absorbancia de la 
solución fue medida a 734 nm en un espectrofotómetro. Para el análisis con DPPH se 
utilizaron alícuotas de 200–600 µL, se añadió 2.25 mL del radical DPPH reaccionando 
por 240 minutos. La actividad antioxidante fue expresada en porcentaje de inhibición del 




Donde Ac= absorbancia del control, Am= absorbancia de la muestra. 
Se realizó una curva de calibración con el estándar de Trolox para cada radical (ABTS y 
DPPH), en un rango de 10-160 µM. Cada muestra fue determinada por triplicado.  
 
6.2.7 Desarrollo de emulsiones utilizando b-ciclodextrinas y biopolimeros 	
Para el desarrollo de las formulaciones de emulsiones se utilizaron diferentes materiales 
de pared siendo β-CD, WPC y XG, en diferentes proporciones como se muestra en la 
Tabla 7. Se hidrataron los materiales de pared utilizados para las formulaciones de 
emulsiones, pesando entre 3 - 3.5 g de cada uno, mezclándose en agua destilada a 
temperatura de 55-60 °C por agitación magnética, en caso de la goma xantana se agitaron 
durante 2 h en una propela a 25 °C. Se realizó la medición de porcentaje de sólidos totales 
mediante un refractómetro Abbemat 300, el resultado nos permite conocer la 
concentración de cada material de pared a utilizar. La fase acuosa fue la β-CD y WPC, 
fase oleosa el aceite esencial de naranja utilizándose una Φ 0.1 y finalmente el XG como 
estabilizante. Se utilizó el homogeneizador a 7500 rpm durante 5 min, posteriormente fue 
añadido lentamente la fase oleosa, terminando se elevó a 10000 rpm durante 5 min, 
finalmente se añadió la cantidad de XG manteniendo las condiciones. Se realizaron 10 
fórmulas, las cuales se almacenaron a temperatura ambiente durante 30 días 
correspondientes al análisis de estabilidad física de las emulsiones. Una vez establecida la 
formulación de la emulsión más estable, ésta sería utilizada en los aceite concentrado 5x, 
10x y 20x, para evaluar su actividad antioxidante durante 93 días. 
 
% Inhibición = Ac – Am     x   100 




6.2.7.1 Análisis del tamaño de partícula 
La distribución de tamaño de partícula de las emulsiones como son el diámetro promedio 
superficial [D3,2]  y diámetro promedio volumétrico [D4,3], se determinaron con el equipo 
analizador de tamaño de partícula Malvern Mastersizer 3000. Se tomó de 3-4 gotas de 
cada emulsión, utilizando agua destilada como líquido dispersante. 
 
6.2.7.2 Análisis del índice de cremado 
En un tubo cónico de plástico graduado (15 mm de diámetro interno y 125 mm de altura) 
se colocaron a 10 cm de cada emulsión y fueron almacenadas a temperatura ambiente 
durante el tiempo del análisis, según Charoen et al. (2010). Al término del tiempo de 
almacenamiento, se realizó el cálculo con la siguiente ecuación:  





Se determinó por la medición de la altura de la capa opaca (H1) y altura total (H3). La 
emulsión de mayor estabilidad es la más cercana a cero. 
 
6.2.7.3 Determinación de tasa de coalescencia 
 
La estabilidad de una emulsión se mide a través de la variación del tamaño de partícula de 
la emulsión respecto al tiempo, calculando de esta manera la tasa de coalescencia, a través 




es el número de glóbulos con respecto al tiempo (t), N
o 
es el número de glóbulos 
al tiempo cero. Al graficar				𝐼𝑛 ,-,.  ln versus, el tiempo de almacenamiento en segundos 





La tasa de coalescencia permite cuantificar la estabilidad de las emulsiones como: 
§ Muy estable: 1x10-7 - 1x10-9  
§ Estable: 1x10-6 - 1x10-7 
§ Inestable: > 1x10-5 
 
6.2.7.4 Determinación de la actividad antioxidante  
 
De cada emulsión se tomó 1 mL y se colocó en un tubo de centrifuga con 15 mL de etanol 
absoluto, se mezcló en el vortex por 2 min, posteriormente se centrifugó a 10000 rpm 
durante 30 min, según Sang et al. (2011), con modificaciones. Se tomó del sobrenadante, 
300 y 600 µL para el análisis con el radical ABTS y DPPH respectivamente, la 
metodología posterior se siguió según el punto 6.2.6. 
6.2.8 Formación y caracterización de los complejos de inlcusión  
6.2.8.1 Preparación de los complejos de inlusión  
 
El método de co-precipitación fue utilizado para preparar los compejos de inclusión de b-
CD y los concentrados de acuerdo a Ayala-Zavala et al. (2008), con algunas 
modificaciones. Una proporción de 5 g de β-CD se disolvió en 50 mL de una mezcla de 
etanol-agua (1:2 v/v) y se mantuvó en calentamiento a 55 ºC (±2 ºC) con agitación 
magnética constante. Una determinada cantidad de cada aceite fue disuelta en etanol (10 
% p/v), la cual fue añadida lentamente a la solución de b-CD, la mezcla fue agitada durante 
4 h sin calentamiento. Fueron 3 relaciones utilizadas de cada aceite con la b-CD siendo 
4:96, 12:88 y 16:84 (p/p). Posteriormente, fue refrigerada toda la noche a 4 ºC. La solución 
fue filtrada al vacío y secada en una estufa de convección a 50 ºC por 24 h. Se almacenaron 
a temperatura ambiente hasta su análisis. 
 
6.2.8.2 Determinación del rendimiento (%)  
 
El rendimiento de los complejos de inclusión, se realizó de acuerdo al método mencionado 
por Shakouri y Krasaaekoopt (2014), con la siguiente ecuación:  𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜	 % = 𝑃2𝑃1 	𝑥	100 
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	Donde, P1 es el peso inicial de la b-CD y el aceite y P2 es el peso de los complejos de 
inclusión, ambos en gramos. 
 
6.2.8.3  Determinación de la Eficiencia de encapsulación (%EE) y 
cuantificación del aceite encapsulado 
 
Acorde a Santos et al. (2015b), con ligeras modificaciones, la cantidad de aceite (5x, 10x 
y 20x), fue determinada espectrofotométricamente. El aceite encapsulado (atrapado en la 
cavidad de la b-CD) fue calculado del total del aceite más el aceite de la superficie de los 
complejos de inclusión. Para obtener la cantidad de aceite total fueron pesados 0.1 g de 
cada complejo de inclusión, se disolvieron en agua (5.35 mL) y hexano (2.66 mL), esta 
mezcla se agitó en vortex por 2 min y se centrifugó a 8000 rpm durante 10 min; se realizó 
el lavado con hexano dos veces adicionales, se retiró la parte hexánica y se aforó a 10 mL 
con hexano. Para obtener la cantidad de aceite superficial, se pesaron 0.1 g de los 
complejos de inclusión y se adicionaron 2 mL de hexano; se agitó manualmente y se 
centrifugó a 4000 rpm durante 10 min. Se filtró con un filtro de 0.45 µm y finalmente se 
aforó a 10 mL con hexano. Se realizaron, lecturas en el espectrofotómetro UV-visible 
(Thermo Scientific, modelo Genesys 10S) a una longitud de onda a 313 nm. Para 
cuantificar el aceite, los valores obtenidos se interpolaron en una curva de calibración 
realizada para cada aceite a concentraciones de 2.5 a 30 µg/mL bajo las mismas 
condiciones. 
 
La EE (%) se calculó de acuerdo a la siguiente ecuación  
EE(%)=
Aceite total-Aceite superficial
 Aceite total 
x 100 
 
Donde, la cantidad del aceite encapsulado es la diferencia entre la cantidad total y 






6.2.8.4 Análisis de tamaño de partícula  
 
El tamaño de partícula de cada complejo de inclusión fue medido utilizando el equipo 
Mastersizer 3000 (Malvern Instruments), con un índice de refracción de 1.333. Se pesaron 
0.07 g de cada complejo de inclusión, se utilizó isopropanol como líquido dispersante.  
 
6.2.8.5 Análisis por espectrometría infrarroja por transformada de Fourier 
(FTIR) 
El análisis de los complejos de inclusión de cada aceite con b-CD, fueron realizados en 
un espectro de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR) (Perkin Elmer). Las 
condiciones de escáner fueron las siguientes: rango de longitud de onda de 4000 – 400 cm 
-1, resolución de 4 cm -1 y número de exploraciones 16, rapidez de exploración 0.2 cm -1, 
detector LiTa03 (Toro-Sánchez et al. 2010) 
 
6.2.8.6 Análisis morfológico  
 
Para estudiar la morfología de las muestras, se realizaron microfotografias mediante 
microscopía electrónica de barrido (Merlin VP Compact, Zeiss, Alemania), las cuales se 
fijaron en los botones de montaje y se observaron al microscopio. 
 
6.2.9 Cepas Bacterianas y condiciones de cultivo 
 
Las cepas bacterianas que se utilizaron fueron Salmonella typhi ATCC 19430, adquirida 
de la colección de cepas típicas americanas (American Type Culture Collection ATCC), 
y Listeria monocytogenes ATCC 7644. Las cepas fueron conservadas a -80oC en medio 
infusión cerebro corazón (ICC) con 20% v/v de glicerol y cultivadas en caldo o agar 
Müeller Hinton (MH). En el caso de Listeria monocytogenes se utilizó medio soya 
tripticasa (ST) tanto para su conservación como para su cultivo. Para la activación de 
bacterias, se tomó una alícuota (50 µL) del cultivo en congelación y se adicionó a un tubo 
conteniendo 5 mL de caldo Muller Hinton o Soya tripticasa según la cepa. Se incubaron a 
37 oC durante 18 h. Posteriormente, se ajustó la bacteria en espectrofotómetro a 0.1 
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O.D.600 nm en tubos con el medio de cultivo correspondiente para su posterior utilización. 
Las cepas fúngicas con las que se trabajaron fueron Aspergillus niger y Aspergillus flavus, 
donadas por el Laboratorio de Micología y Fitopatología de la Facultad de Ciencias 
Biológicas, las cuales se conservaron en agar papa dextrosa (PDA). Posterior a eso se 
ajustaron a 104 esporas en tubos conteniendo solución salina al 0.85% con 0.05% de 
Tween 80.  
6.2.10 Determinación de la actividad biológica  
6.2.10.1 Preparación de la solución stock  
Se pesaron 0.1 g del complejo de inclusión correspondiente, en una solución etanol/agua 
a una relación 2:1, en condiciones estériles.  
6.2.10.2 Determinación de la Concentración mínima inhibitoria (CMI) y 
bactericida (CMB)  
Para la determinación de la CMI y CMB se utilizó el método de dilución en tubo. Alícuotas 
(10µL) de cultivos activados y ajustados (0.1 O.D. 600nm) (1x106) de cada bacteria, 
fueron adicionados por separado en tubos conteniendo 2 mL de caldo Mueller Hinton, en 
diferentes concentraciones (1.25, 2.5, 5 y 10 mg/mL) de los complejos de inlcusión de 5x, 
10x y 20x,  incubándose a 37 ºC durante 24 h. Posteriormente, se realizó el método por 
goteo en placa de Miles and Misra. Definiéndose la CMI como la concentración menor 
que causara una disminución del 90% de la población bacteriana a las 24 h y la CMB 
aquella concentración mínima que inhiba por completo el crecimiento microbiano 
(Kamimura et al. 2014). Para Listeria monocytogenes se procedió de la misma forma 
utilizándose el medio Soya Tripticasa.  
 
6.2.10.3 Determinación de la actividad antifúngica: Inhibición micelial  
 
Las cepas fúngicas se mantuvieron en 25 mL de agar papa dextrosa (PDA) y 2% de agar 
maltosa (MA2) a 28 °C para asegurar condiciones óptimas de crecimiento. Los medios de 
cultivo se prepararon y esterilizaron en una autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Siete 
días antes de su uso, las cepas fúngicas se activaron para después sub- cultivarlas. 
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6.2.10.4 Concentración mínima inhibitoria fungicida (CIF)  
De acuerdo al método semi-cuantitativo reportado por Rosas-Taraco et al. (2011), con 
ligeras modificaciones. Suspendieron 200 µL de conidias ajustadas a (1x104) en tubos que 
contenían 1.8 mL de caldo PDA con las determinadas concentraciones (1.25, 2.5, 5 y 10 
mg/mL) de los complejos de inclusión, se incubaron a 28° C durante 5 días. La 
concentración inhibitoria fungicida se asignó de acuerdo a una escala simbólica (+) y 
arbitraria de 0 a 5 en donde 0 (+) representa ausencia total de crecimiento y 5 (+) el 
máximo crecimiento comparado con el crecimiento control de la cepa pura sin añadir 
encapsulado o concentrado. La determinación de la CIF se definió como la concentración 
mínima que no permitiera el crecimiento micelial visual del hongo.  
6.2.10.5 Determinación de la actividad antioxidante 
De cada complejo de inclusión, se pesó 0.1 g y se colocó en un tubo de centrifuga con 1.5 
mL de la solución NaCl (10%)-metanol (1:1), se mezcló en el vortex por 10 min, 
posteriormente se añadió 8 mL de hexano-acetona (1:1), se centrifugó a 10000 rpm 
durante 15 min. Se tomó del sobrenadante de 300 y 600 µL para el análisis con el radical 
ABTS y DPPH respectivamente, la metodología posterior se siguió según el punto 6.2.6. 
6.3 Análisis estadístico  
Todos los experimentos fueron realizados por duplicado o triplicado al menos tres veces. 
El análisis estadístico fue realizado usando el software SPSS (IBM versión 22, SPSS Inc., 
Chicago IL). Los datos fueron analizados mediante análisis de varianza (ANOVA) para 
los datos y determinar la diferencia (p≤0.05) y la prueba de Tukey, para determinar la 








7.1 Caracterización de aceite esencial de naranja y sus concentrados  
 
Para esta investigación, se utilizaron aceite esencial de naranja obtenido industrialmente 
por prensado en frío, posteriormente se obtuvieron los aceites concentrados de naranja 5x, 
10x, 20x (la asignación “x” es un símbolo utilizado internacionalmente), el D-limoneno 
se obtuvo comercialmente. En la Tabla 1, se muestran las propiedades físicoquímicas de 
estos aceites, principalmente para conocer sus carácteristicas entre los aceites. 
 
Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas de los aceites 
 
 
7.2 Perfil cromatográfico del aceite esencial de naranja y sus concentrados  
El análisis de los principales componentes del aceite esencial de naranja (AN) y sus 
concentrados (5x, 10x y 20x) reveló diferencias cualitativas y cuantitativas de los 






AN Aceite esencial de naranja 0.846 1.477 Insoluble 
DL D-Limoneno al 97% 0.840 1.472 Insoluble 
5x 5 veces concentrado del aceite de 
naranja 0.884 1.482 Insoluble 
10x 10 veces concentrado del aceite de 
naranja 0.920 1.494 Insoluble 
20x 20 veces concentrado del aceite de 
naranja 0.945 1.497 Insoluble 
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compuestos presentes (Tabla 2). Se identificaron en total 40 compuestos, los cuales 
mostraron similitudes cualitativas, así como diferencias cuantitativas en los componentes 
de cada uno de los aceites analizados. Para AN y concentrados 5x, 10x y 20x, se 
identificaron un total de 18, 20, 18 y 27 componentes respectivamente, que representan el 
99.87, 98.49, 98.25, 92.11% del total los de componentes detectados. El principal 
componente del AN es el D-limoneno que se reporta en un 91.12%, mientras en los aceites 
concentrados 5 y 10x se mostró en 72.08 y 73.77% respectivamente, resultando con el 
menor porcentaje el aceite 20x con 23.24%. De los demás componentes que resultaron 
mayores al 1%, se observó que el Decanal, un aldehído, aumentó considerablemente en 
los aceites 5x, 10x y 20x con un 3.60, 4.78 y 18.46% respectivamente, mientras que en 
AN se detectó solo un 0.44%. Así mismo, el linalool, presentó un aumento en los aceites 
5x (3.33%), 10x (3.99%) y 20x (5.53%) con respecto a AN (0.65%). Por otra parte, se 
encontró una disminución en la mezcla de monoterpenos hidrocarbonados en todos los 
aceites concentrados comparadas con el AN (97.67%) siendo el aceite 20x la que presentó 
la menor cantidad (23.24%), mientras que los aceites 10x y 5x se mantuvieron en 74.88 y 
72.51%, respectivamente. Para los monoterpenos oxigenados se detectó un aumento en la 
concentración en los aceites concentrados con 11.83% (5x), 9.30% (10x) y 21.56 % (20x).  
con respecto al AN con 1.25%. La misma tendencia se observó para los sesquiterpenos 
hidrocarbonados, en donde se detectó un aumento significativo en las concentraciones 
presentes en los aceites concentrados en comparación con el AN, siendo el aceite 20x el 
que presentó la mayor concentración de los mismos, mientras que los sesquiterpenos 
oxigenados solo pudieron ser detectados en el aceite 20x (2.67%). 
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Tabla 2. Perfil cromatográfico del AN, 5x, 10x y 20x 
No. Compuesto 
Porcentaje (%) 
AN 5x 10x 20x 
1 a-Pineno 1.11    
2 Sabineno 0.41    
3 b-Felandreno 0.42    
4 b-Mirceno 4.11 0.43 1.11  
5 Octanal 0.15    
6 Felandreno 0.09    
7 Careno 0.20    
8 D-Limoneno 91.12 72.08 73.77 23.24 
9 Ocimeno 0.11    
10 Terpinoleno 0.10    
11 Octanol 0.10    
12 Linalool 0.65 3.33 3.99 5.53 
13 trans-p-mentha-2,8-dienol  0.80 0.46 0.98 
14 trans-2-menthenol    1.00 
15 cis-Oxido de Limoneno  1.94   
16 trans-Oxido de Limoneno  1.01   
17 Citronela 0.09 0.52 0.69 1.04 
18 a-Terpineol 0.60 1.37 2.16 4.60 
19 Decanal 0.44 3.60 4.78 18.46 
20 Tras-carveol  1.07   
21 cis-Carvotanacetol    1.59 
22 Citronelol    0.61 
23 Carveol    0.76 
24 Z-citral  0.67 0.79 1.70 
25 D-Carvona  1.25 0.68 2.01 
26 Citral  1.12 1.33 3.48 
27 Perilaldehido  0.52 0.57 1.31 
28 Acetato de geraniol    0.45 
29 a-Cubebeno  0.71 0.98 2.32 
30 2-isopropil-5-metil-9-metileno    2.06 
31 b-Cubebeno 0.05  0.82 2.22 
32 Germacrene D 0.05 0.71 0.94 0.91 
33 Dodecanal  0.84 1.09 2.80 
34 Cariofileno   0.64 1.35 
35 g-Muuroleno  0.65  1.46 
36 Valenceno  4.89 2.14 6.35 
37 d-Cadineno 0.07 0.98 1.31 3.21 
38 Elemol    0.96 
39 Oxido de cariofileno    0.77 
40 Nootkatona    0.94 
      
 Monoterpenos Hidrocarbonados 97.67 72.51 74.88 23.24 
 Monoterpenos Oxigenados 1.25 11.83 9.30 21.56 
 Sesquiterpenos Hidrocarbonados 0.17 7.94 6.83 19.88 
 Sesquiterpenos Oxigenados ND ND ND 2.67 
 Otros 0.78 6.21 7.24 24.76 
Porcentaje total de compuestos identificados 99.87 98.49 98.25 92.11 
    ND: No detectado 
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7.3 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de naranja y sus concentrados 
 
De manera general, entre los aceites que se analizaron para la actividad antimicrobiana 
por el método de difusión en disco (Tabla 3) presentaron halos de inhibición que variaron 
desde 12 mm hasta 28 mm. La mayor inhibición se presento con los aceites 10x y 20x 
para B. cereus y S. aureus, mientras que para L. monocytogenes fueron 5x y 20x, 
presentando diferencia significativa (p≤0.05) comparadas con AN y DL. En el caso de S. 
typhi, la mayor inhibición fue con los aceites 5x y 10x siendo comparable su actividad con 
el control positivo (gentamicina), se mostró una diferencia significativa con el aceite 20x, 
AN y DL.  Al comparar la actividad antimicrobiana de los aceites concentrados (5x, 10x, 
20x) con el DL y AN se evidenció una diferencia significativa con los aceites concentrados 
en la mayoría de los casos.  
 
Tabla 3. Actividad antimicrobiana del AN, DL, 5x, 10x y 20x  
por el método de difusión en disco. 
Compuesto 
Utilizado 
Halo de Inhibición (mm) 
 B. cereus S. aureus L. monocytogenes S. typhi 
AN 13 ± 1 d 13 ± 1 d 12 ± 0.7 d 16 ± 0.7 c 
DL 15.4 ± 1.1 d 17 ± 1 c 14 ± 0.7 d 17 ± 0.7 c 
5x 23.4 ± 2.0 c 17.4 ± 0.5 c 24.4 ± 1.3 bc 28 ± 1.4 a 
10x 28 ± 1.2 b 20.4 ± 2.4 b 22.6 ± 1.8 c 27.2 ± 1.6 a 
20x 27.8 ± 1.3 b 18.6 ± 0.8 bc 26.2 ± 1.1 b 24.8 ± 1.1 b 
Gentamicina 45.2 ± 0.8 a 37 ± 1.4 a 35.2 ± 0.8 a 28 ± 0.7 a 
Halo de inhibición son valores promedio de tres repeticiones por duplicado ± desviación estándar. a-dLos promedios en 
una columna con diferentes superíndices difieren significativamente (p≤0.05). 
 
Al determinar la CMI y CMB se encontró diferencia significativa entre la actividad 
antimicrobiana de los aceites esenciales con las fracciones concentradas. La CMI para las 
fracciones concentradas varió desde ˂0.25 - 1 mg/mL mientras que la CMB desde 0.25 - 
2.5 mg/mL. La CMI para los aceites esenciales varió de 1.5-2.5mg/mL y la CMB 2 - 
>2.5mg/mL.  Los valores más bajos encontrados fueron para la fracción 20x tanto de CMI 
como de CMB en todos los casos, seguida de las fracciones 10x y 5x las cuales presentaron 
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similitudes en los valores encontrados (Tabla 4). La CMI y CMB variaron muy poco entre 
las fracciones 5x, 10x, 20x para un mismo microorganismo, sin embargo, al comparar la 
CMI y CMB determinadas para AN y D-Limoneno con aquellas de las fracciones, se 
observó diferencia significativa, siendo el D-Limoneno el compuesto con menor actividad 
antimicrobiana con valores de CMI (0.5-2mg/mL) y CMB mayores a 2 mg/mL. El AN 
presentó mejor actividad antimicrobiana que éste último en la CMI (0.5-2 mg/mL) y 
aunque la CMB sólo pudo determinarse para L. monocytogenes (2mg/mL). 
 
Tabla 4. Concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) 
de AN, DL, 5x, 10x y 20x. 
Zona de inhibición son valores promedio de tres repeticiones por duplicado ± desviación estándar. a-cLos promedios en una columna 
con diferentes superíndices difieren significativamente (p≤0.05). 
 
7.4 Actividad antioxidante del aceite esencial de naranja y sus concentrados 
 
La actividad antioxidante del AN, DL y aceites concentrados 5x, 10x, 20x fue analizada 
mediante los métodos de DPPH y ABTS. En la Tabla 5, se reportan los promedios 
obtenidos de la actividad antioxidante  en  [µmol equivalentes Trolox (ET) / mL aceite de 
cítrico (AC)] siendo el aceite 20x la que presentó la mayor actividad antioxidante con 
156.25 µmol ET/mL AC en ABTS y 21.24 µmol ET/mL AC en DPPH, seguido de los 
aceites 10x y 5x con 141.53 y 86.02  µmol ET/mL AC en ABTS respectivamente, mientras 
que en DPPH fueron de 16.96 y 7.69 µmol ET/mL  AC respectivamente; para el caso de 
AN se obtuvo 23.25 ET/mL AC en ABTS y 3.01µmol ET/mL AC en DPPH, finalmente 






CMI y CMB (mg/mL) 
B. cereus S. aureus L. monocytogenes S. typhi 
 CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB 
AN 1.5±0.3ab ˃2a 1±0.3b ˃2a 0.5±0.2a 2±0.3b 2±0.5a ˃2.5a 
DL ˃2a ˃2a 2±0.2a ˃2a 0.5±0.2a ˃2a 2.5±0.3a ˃2.5a 
5x 1±0.3bc 1.5±0.3b 0.5±0.2b 1.5±0.3b 0.25±0.1a 0.5±0.2c 1±0.3b 2.5±0.3ab 
10x 1±0.3bc 1.5±0.3b 0.5±0.3b 2±0.3ab 0.25±0.1a 0.5±0.2c 1±0.3b 2.5±0.3ab 
20x 0.5±0.3c 1±0.3b 0.5±0.2b 1.5±0.3b ˂0.25 0.25±0.1c 1±0.6b 2±0.3b 
	 47 
Tabla 5. Actividad antioxidante de AN, DL, 5x, 10x y 20x. 
Método 
µmol TE/mL aceite  
AN DL 5x 10x 20x 
ABTS 23.25 ± 0.84 d ND 86.02 ± 1.12 c 141.53 ± 0.16 b 156.25 ± 0.62 a 
DPPH 3.01 ± 0.20 d ND 7.69 ± 0.35 c 16.96 ± 0.81 b 21.24 ± 0.32 a 
Valores promedio de tres repeticiones ± desviación estándar de la media. a-d Los promedios en la misma fila con diferente 
letra difieren significativamente (p≤0.05). ND=No detectado 
 
En la Tabla 6, se muestran los valores de la actividad antioxidante en CI50, donde el aceite 
20x mostró mayor actividad antioxidante con 3.80 y 10.25 mg/mL, para inhibir el 50 % 
del radical ABTS y DPPH respectivamente, seguido del 10x y 5x con 6.49 y 16.27 mg/mL 
ABTS y 15.50 y 37.25 mg/mL en DPPH. El AN obtuvo 68.40 y 70.17 mg/mL en ABTS 
y DPPH respectivamente. El DL, no presentó actividad antioxidante para inhibir los 
radicales estudiados. 
 
Tabla 6. Concentración Inhibitoria (CI50) de AN, DL, 5x, 10x y 20x. 
Método 
  CI50 (mg/mL)   
AN DL 5x 10x 20x 
ABTS 68.40 ± 0.39 a ND 16.27 ± 0.32 b 6.49 ± 0.10 c 3.80 ± 0.06 d 
DPPH 70.17 ± 5.15 a ND 37.25 ± 2.85 b 15.50 ± 1.20 c 10.25 ± 0.50 c 
Valores promedio de tres repeticiones ± desviación estándar. a-d Los promedios en una fila con diferentes superíndices 
difieren significativamente (p≤0.05). ND= No detectado 
 
7.5 Obtención de emulsiones utilizando b-ciclodextrinas y biopolimeros  
 
Se desarrollaron 10 formulaciones de emulsiones, a diferentes concentraciones con 
diferentes matrices biopoliméricas mostradas en la Tabla 7. Se utilizó como fase oleosa el 
AN con Φ 0.1, al definir la formulación más estable (mostrado más adelante) se realizaron 







Tabla 7. Formulaciones (%) desarrolladas para emulsiones con AN 
Fórmula b-CD WPC XG Agua 
1 11.80 12.43 9.375 56.30 
2 19.00 4.97 9.375 56.70 
3 9.43 7.46 4.69 67.24 
4 15.10 2.98 4.69 67.24 
5 33.00 0.00 8.00 49.00 
6 0.00 27.54 8.00 54.46 
7 26.90 4.13 8.00 59.67 
8 28.50 2.75 8.00 50.98 
9 30.10 1.38 8.00 50.77 
10 14.40 15.97 0.00 52.21 
 
A todas las emulsiones se determinó su estabilidad física mediante el análisis de tamaño 
de partícula (µm), determinación de la tasa de coalescencia, medición del índice de 
cremado (%) y observación de la morfología por microscopio óptico durante 30 días 
almacenadas a temperatura ambiente. 
 
7.5.1 Estabilidad física de las emulsiones con AN 
		
En la Tabla 8, se muestran los resultados para la estabilidad física con AN al término de 
los 30 días. Las emulsiones formuladas 1, 2, 7, 8 y 9 presentaron valores que se consideran 
como estables, tamaño de partícula promedio de 1.5 µm, en la tasa de coalescencia según 
la escala presentada en la sección 6.2.7.3, los valores obtenidos los clasifican como 
emulsiones muy estables. Para el índice de cremado en la observación del comportamiento 
de la emulsión de manera visual, si presenta alguna separación física de la emulsión entre 
sus materiales. Emulsiones cercanas a 0% son las más estables, ya que no presentan 
separación; las emulsiones 3, 4, 5, 6 y 10 presentaron separación entre sus materiales 
mostrando valores entre 14.5-29.35 % en el índice de cremado, sin embargo para estas 
emulsiones no se logró determinar el tamaño de partícula y la tasa de coalescencia debido 
a la inestabilidad del sistema, mostrando incluso separación de la emulsión en ocasiones 
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al término de la homogeneización o en algunos días, descartando estas emulsiones por su 
inestabilidad. 
	
Tabla 8. Estabilidad física de emulsiones con AN 





1 1.62 1.49 x 10-9 0 
2 1.59 1.35 x 10-8 0 
3 ND ND 14.50 
4 ND ND 15.77 
5 ND ND 15.50 
6 1.59 1.49 x 10-8 29.35 
7 1.57 1.43 x 10-9 0 
8 1.56 9.13 x 10-9 0 
9 1.57 1.52 x 10-8 0 
10 ND ND 23.19 
ND=No determinado 
 
En la Figura 5, se muestran imágenes al microscopio óptico de las emulsiones realizadas, 
donde podemos observar el comportamiento de la gota de aceite en la fase continua y si 
se crea algún mecanismo que contribuya a la inestabilidad de las emulsiones como 
floculación o aglomeración entre otras. Sin embargo, se observan de manera general las 
gotas de aceite de forma dispersa. Las imágenes de índice de cremado para la observación 
de la separación de fases que se mencionó anteriormente, siendo más notoria la separación 
en las emulsiones 3, 4 y 10, siendo inestables. 
 
7.6 Evaluación de la cinética de actividad antioxidante de aceites concentrados de 
naranja en emulsión almacenadas a diferentes temperaturas 
 
De la evaluación de la estabilidad física de las emulsiones, se determinó que las 
formulaciones realizadas, la fórmula de la emulsión 1, era la que sería utilizada para los 
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aceites concentrados 5x, 10x y 20x, debido a que presento mejores resultados de 
estabilidad física durante 30 días con AN. 
Figura 5. Fotografías de emulsiones con AN por microscopio óptico y 
de índice de cremado 
 
Tabla 9. Estabilidad física de emulsiones con 5x, 10x y 20x durante 93 días. 




4 ºC 1.52 1.51 x 10-8 
25 ºC 2.19 1.52 x 10-7 
55 ºC 5.37 2.45 x 10-6 
10x 
4 ºC 1.52 2.54 x 10-9 
25 ºC 1.61 3.17 x 10-8 
55 ºC 4.92 2.10 x 10-6 
20x 
4 ºC 1.70 4.21 x 10-8 
25 ºC 1.61 2.66 x 10-8 
55 ºC 4.93 2.09 x 10-6 
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En la Tabla 9, se muestran los valores del tamaño de partícula (µm) y tasa de coalescencia,  
que indican de manera cuantificable la estabilidad de la emulsión, observando que a 
temperaturas de almacenamiento 4 y 25 ºC presentó un rango entre 1.52-2.19 µm, sin 
embargo a 55 ºC las emulsiones empezaron a incrementar este valor por encima de 4 µm, 
resaltando que la lectura se obtuvo hasta el día 21, debido a que iba en aumento, aunado 
a que su valor de tasa de coalescencia también mostraba un incremento y con ello una 
inestabilidad del sistema. El comportamiento de temperatura, aceite y tamaño de partícula 
fue similar para los 3 aceites concentrados (5x, 10x y 20x). 
Los resultados de la cinética de la actividad antioxidante de los aceites concentrados de 
naranja (5x, 10x, 20x) en emulsión por el método ABTS y DPPH, se presentan en las 
Figuras 6 y 7, respectivamente. De manera general, los resultados obtenidos muestran una 
diferencia significativa entre el aceite sin encapsular (ORL) con los aceites encapsulados 
(5x, 10x y 20x), sin embargo, la actividad antioxidante del aceite encapsulado con respecto 
al tiempo se mantuvo durante el tiempo de análisis a temperaturas de 4 y 25 ºC, y se 











Valores promedio de tres repeticiones. a-i Los promedios por columna con diferentes superíndices difieren 
significativamente (p≤0.05).  
Figura 6. Gráfica de la cinética de la actividad antioxidante (ABTS) de emulsiones de 




Valores promedio de tres repeticiones. a-q Los promedios por columna con diferentes superíndices difieren 
significativamente (p≤0.05).  
Figura 7. Gráfica de la cinética de la actividad antioxidante (ABTS) de emulsiones de 
aceites concentrados de naranja almacenadas a diferentes temperaturas durante 93 días 
7.7 Caracterización de los complejos de inclusión  
7.7.1 Rendimiento (%)  
Se obtuvieron los complejos de inclusión de cada aceite concentrado de naranja 
(5x, 10x, 20x) con b-CD en 3 relaciones (4:96, 12:88 y 16:84).  En la Figura 8, se muestra 
el porcentaje de rendimiento, de manera general se obtuvo entre 75 – 85%, 
particularmente la relación 4:96 obtiene un rendimiento de entre el 74 – 78% en los 
complejos de inclusión de cada aceite, sin diferencia significativa entre ellos, pero al 
compararse con las relaciones 12:88 y 16:84 de todos los complejos, muestra una 
diferencia significativa (p≤0.05). En la relación 12:88 de todos los complejos muestran 
rendimientos entre un 80 – 83%, sin mostrar una diferencia significativa entre cada uno 
de ellos. Así mismo, la relación 16:84 se obtuvieron resultados entre 82 - 85% de 
rendimiento. No se observó diferencia significativa (p≤0.05) entre las relaciones 12:88 y 



























Valores promedio de tres repeticiones. a-c Los promedios por columna con diferentes superíndices difieren 
significativamente (p≤0.05).  
Figura 8. Gráfica del rendimiento (%) de los complejos de inclusión 
 
 
7.7.2 Eficiencia de encapsulación (% EE) y cuantificación del aceite 
encapsulado 
 
La cuantificación del aceite es la diferencia en la cantidad de aceite total y aceite 
superficial, es decir la cantidad que está en la cavidad de la molécula de b-CD y la 
eficiencia de encapsulación es la asociación que exista entre el compuesto y el 
encapsulante para resguardar el compuesto. Los resultados obtenidos tras la encapsulación 
de los aceites concentrados 5x, 10x y 20x, en sus relaciones 4:96, 12:88 y 16:84 con b-
CD, se muestran en la Tabla 10. La relación 12:88 del aceite 20x obtuvo la mayor cantidad 
de aceite resguardada en la cavidad de la b-CD con 102.3 mg de aceite/g de b-CD, seguido 
de la 16:84 del mismo aceite con 83.1 mg de aceite/g de b-CD, el resto de los aceites y 






Tabla 10. Aceite encapsulado (mg/g b-CD) y eficiencia de encapsulación (%)  
de los complejos de inclusión 
 
Valores promedio de tres repeticiones. a-f Los promedios por columna con diferentes superíndices 
difieren significativamente (p≤0.05) 
 
La relación 12:88 del concentrado de aceite 20x obtuvo el mayor % de eficiencia de 
encapsulación con 89.5, sin embargo no hubo diferencia significativa con la relación 4:96 
de este mismo aceite con 85.8 % y 10x con un 84.5 %, de la misma forma que el 5x en 
sus relaciones 12:88 (84.4 %) y 16:84 (85.2 %). La relación 4:96 (5x), 16:84 (10x), 16:84 
(20x) obtuvieron % eficiencia de encapsulación de 75.6, 67.1 y 74.5% respectivamente, 
siendo los resultados más bajos. 
7.7.3 Tamaño de partícula   
La Tabla 11, muestra los tamaños de partícula de los complejos de inclusión en los 
aceite concentrados 5x, 10x, 20x y sus relaciones 4:96, 12:88, 16:84. Se muestran 
suspensiones y partículas dispersas de diferentes tamaños de acuerdo a cada relación, se 
presentaron tamaños desde 1.5 µm (20x; 12:88) hasta de 3.6 µm (5x; 4:96), mostrandose 
diferencia significativa entre los aceites concentrados y las relaciones con la b-CD, sin 
embargo, se obtuvo diferencia significativa de la b-CD sola que presento 12.63 µm con 
respecto a los complejos de inclusión con valores menores a 3.6 µm. 
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Valores promedio de tres repeticiones. a-f Los promedios con diferentes superíndices difieren 
significativamente (p≤0.05) 
 
7.7.4 Caracterización por espectrofotometría de infrarrojo por transformadas 
de Fourier (FTIR) 
 
El análisis de FTIR es una técnica muy utilizada para confirmar la formación de los 
complejos de inclusión. En la Figura 9, se muestra el comportamiento de b-CD pura, 
concentrado de aceite 20x libre y el complejo de inclusión (relación 12:88); se pueden 
observar el comportamiento del número de ondas para la β-CD pura, mostrando una 
significativa banda a 3340 cm-1, debido a la O-H de vibraciones de estiramiento de los 
diferentes grupos hidroxilo de la b-CD. También es ligeramente visible una banda a 1647 
cm-1, relacionada con las vibraciones de flexión de estos grupos O-H. El espectro de FTIR 
del aceite 20x, se revela una banda a 2946 cm-1 (estiramiento C-H),  además de una gran 
cantidad de bandas entre las regiones (C-O), (C-C), (C-C). Para el aceite concentrado, se 
puede observar una banda intensa a 2800 cm-1 aproximadamente atribuida a vibraciones 
relacionados con el compuesto metileno cuyos principales enlaces C-H cercano a 2926 
cm-1. La banda intensa en 1644 cm-1 se atribuye a la vibración de estiramiento C = C del 
grupo alilo.  Dichas bandas se presentaron en los aceites concentrados 5x, 10x, 20x y se 
vio disminuido, por tanto la desaparición de la banda típica indica en algún grado, que 
este compuesto (metileno) se incluyó en la cavidad de las β-CDs, de tal modo indica la 
formación exitosa de los complejos de inclusión β-CD/aceite. Cada complejo de inclusión 
(aceite:b-CD) muestran el mismo comportamiento, observándose en el Anexo. 
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Figura 9. Espectro FTIR de (a) aceite 20x, (b) b-CD, (c) relación 12:88 
7.7.5 Análisis morfológico  
La estructura morfológica de los diferentes polvos obtenidos por el método co-
precipitación para los aceites concentrados se analizó en el microscopio electrónico de 
barrido (Figura 10), observando sin distinción del tipo de aceite utilizado, estructuras 
amorfas tipo cristal e irregulares, de diferentes tamaños. 
 
Figura 10. Microfotográfías en microscopio electrónico de barrido (a) b-CD pura;  
(b) 5x, 12:88; (c) 10x, 12:88; (d) 20x, 12:88 
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7.7.6 Actividad biológica  
7.7.6.1 Actividad antioxidante  
La Figura 11, muestra los resultados obtenidos para la actividad antioxidante de los 
aceites concentrados 5x, 10x, 20x  libres  (ORL) y en complejo de inclusión en sus 
diferentes relaciones con la b-CD, obteniendo valores entre 1000 – 8500 µmol de Trolox/g 
de b-CD,  donde no hubo diferencia significativa entre los aceites concentrados sin 
encapsular y los complejos de inclusión en la relación 12:88 en los 3 aceites con valores 
entre 6500-8500 µmol de Trolox/g de b-CD , sin embargo, si hay diferencia significativa 
entre la relación 12:88 respecto a la 4:96 y 16:84, obteniendo que el aceite 5x en relación 
4:96 y 16:84 presentaron los valores más bajos entre 1000 - 2000  µmol de Trolox/g de b-
CD. 
 
Figura 11. Gráfica de la actividad antioxidante de los complejos de inclusión de los 
aceites concentrados con b-CD en diferentes relaciones 
 
7.7.6.2 Concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) 
La capacidad antimicrobiana se evaluó tanto inhibitoria como bactericida de los 
aceites concentrados 5x, 10x, 20x en complejos de inclusión en las 3 relaciones (4:96, 
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12:88 y 16:84). En estudios previos, se obtuvieron las CMI para algunas cepas bacterianas 
de importancia en alimentos (Salmonela typhi, Listeria monocytogenes, Bacillius cereus, 
Staphylococcus aureus) utilizando los aceites concentrados no encapsulados, mostrando 
mayor efecto antimicrobiano las dos primeras cepas, por lo cual, en aceite encapsulado 
solo se realizó con estas dos cepas bacterianas, obteniendo que el aceite concentrado 5x 
presentó una buena actividad antimicrobiana para Salmonella thyphi, mientras que para 
Listeria monocytogenes fue el aceite 20x; el resto de los aceites concentrados 
encapsulados no mostraron actividad antimicrobiana preliminar por lo cual solo se realizó 
el estudio de CMI y CMB los aceites concentrados (5x y 20x). La CMB no se logró 
determinar para ninguna de las dos cepas debido a que el crecimiento se observó incluso 
en la concentración de 10 mg/mL. Sin embargo, al realizar el análisis de CMI se puedo 
observar que la disminución bacteriana fue mayor al 90% en ambos aceites, obteniendo 
un crecimiento menor al 10% en todos los casos para ambas cepas. La CMI (definida 
como la concentración capaz de reducir el 90% del crecimiento microbiano) se determinó 
en una concentración de 1.25mg/mL para ambas bacterias, no encontrándose diferencia 
significativa (Tabla 12). Entre las diferentes concentraciones probadas no hubo diferencia 






















Figura 12. Gráfica del crecimiento (%) de Salmonella typhi a diferentes concentraciones 
de complejos de inclusión 5x en relaciones 12:88 y 16:84 
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Figura 13. Gráfica del crecimiento (%) de Listeria monocytogenes a diferentes 
concentraciones de complejos de inclusión 20x en relaciones 12:88 y 16:84 
 








Los aceites concentrados 5x y 20x presentaron actividad inhibitoria en ambas relaciones 
(12:88 y 16:84) a las diferentes concentraciones en las que se realizó el análisis (1.25, 2.5, 
5 y 10 mg/mL) encontrándose la CIM para Listeria monocytogenes y Salmonella typhi de 
1.25 mg/mL, donde se evidencia una disminución del 90% del crecimiento bacteriano.  
 
7.7.6.3 Concentración inhibitoria fungicida (CIF) 
Para el estudio de CIF se utilizaron los hongos Aspergillus niger y Aspergillus flavus, 
debido a su gran importancia en la industria de alimentos por ser microorganismos 
productores de micotoxinas. La CIF se definio como la concentración mínima en la cual 
no hubiese crecimiento micelial visible. La CFI fue determinada en los aceites 
concentrados 5x, 10x y 20x en sus tres relaciones con la b-CD (4:96, 12:88, 16:84), 
Bacteria Aceite Relación 
12:88 16:84 
S. typhi 5x 1.25 1.25 
L. monocytogenes 20x 1.25 1.25 
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utilizando las concentraciones de 1.25, 2.5, 5 y 10 mg/mL (no se utilizaron 
concentraciones mayores debido a la concentracion de ciclodextrina presente, 
determinando el efecto de los complejos de inclusión a concentraciones iguales o menores 
a 10 mg/mL). Los resultados obtenidos mostraron que a mayor concentración de aceite 
encapsulado, mayor inhibición micelial para ambas cepas utilizadas. Aun con variaciones, 
se obtuvo que los aceites concentrados 5x, 10x y 20x mostraron disminución en 
crecimiento en 10 mg/mL. El menor crecimiento miceliar para A. niger se presentó en el 
concentrado 10x en la relacion 16:84 y 12:88 en la concentracion de 10 mg/mL, mientras 
que para A. flavus se observó en los 3 concentrados en ambas relaciones a excepción del 
20x. La CIF no se logró determinar, sin embargo se utilizaron unidades arbitrarias del 0 - 
5 (representados con +) para determinar el crecimiento micelial, siendo el 0 la ausencia, 
mientras que el 5 el crecimiento máximo comparable con el control positivo, mostrándose 
en las Tablas 13 y 14, para A. niger y Tablas 15 y 16, para A. flavus en relaciones 12:88 y 
16:84, respectivamente.  
Tabla 13. Crecimiento micelial de A. niger en presencia de complejos 
de inclusión en la relación 12:88 
+++++ abundante crecimiento 
++++   crecimiento regular 
+++     crecimiento medio 
++        poco crecimiento 
+          muy poco crecimiento 
 
Tabla 14. Crecimiento micelial de A. niger en presencia de complejos 
de inclusión en la relación 16:84 
Aceite 
16:84 
Concentración mg/mL Control 
1.25 2.5 5 10 
5x ++++ +++ +++ +++ +++++ 
10x ++++ +++ ++ + +++++ 
20x ++++ ++++ ++++ ++++ +++++ 
+++++ abundante crecimiento 
++++   crecimiento regular 
+++     crecimiento medio 
++        poco crecimiento 




Concentración mg/mL Control 
1.25 2.5 5 10 
5x +++++ ++++ ++++ +++ +++++ 
10x ++++ +++ +++ ++ +++++ 
20x +++++ ++++ ++++ ++++ +++++ 
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Tabla 15. Crecimiento micelial de A. flavus en presencia de complejos 
 de inclusión en la relación 12:88 
Aceite 
12:88 
Concentración mg/mL Control 1.25 2.5  5  10  
5x +++++ +++++ ++++ +++ +++++ 
10x +++++ ++++ ++++ +++ +++++ 
20x +++++ +++++ ++++ ++++ +++++ 
+++++ abundante crecimiento 
++++   crecimiento regular 
+++     crecimiento medio 
++        poco crecimiento 
+          muy poco crecimiento 
 
Tabla 16. Crecimiento micelial de A. flavus en presencia de 
complejos de inclusión en la relación 16:84 
+++++ abundante crecimiento 
++++   crecimiento regular 
+++     crecimiento medio 
++        poco crecimiento 

















Control 1.25 2.5 5 10 
5x +++++ +++++ ++++ +++ +++++ 
10x +++++ ++++ ++++ +++ +++++ 




Los aceites esenciales de cítricos se han aplicado industrialmente en una amplia variedad 
de productos, incluyendo alimentos, bebidas, cosméticos y medicamentos debido a su 
sabor y/o aroma (Settanni et al. 2012; Liu et al. 2012). En esta investigación, se utilizó 
AN obtenido industrialmente por prensado en frio y posteriormente se obtuvieron los 
aceites concentrados de naranja por destilación fraccionada, con denominación 5x, 10x y 
20x, mostrado en la Tabla 1, un parámetro como la densidad se observa que aumenta 
dependiendo de la concentración del aceite debido posiblemente a que sus componentes 
de mayor peso molecular se van concentrando, pero se volatilizan aquellos con peso 
molecular bajo (Lopes et al. 2003). Existen pocos estudios relacionados con los aceites 
concentrados de cítricos, es por eso que se tomó importancia para este estudio.  
 
En el estudio del perfil cromatógrafico, su análisis cualitativo y cuantitativo de los 
principales componentes del aceite esencial de naranja y sus concentrados (5x, 10x y 20x) 
mostró diferencias en la composición y porcentaje de los compuestos presentes (Tabla 2) 
Estos resultados concuerdan con estudios anteriores (Espina et al. 2011; Ruiz y Flotats, 
2014; Singh et al. 2010), donde se menciona que existen diferencias en el perfil 
cromatográfico del AN dependiendo del tipo de extracción, conservando sus componentes 
mayoritarios como el D-Limoneno, coincidiendo con nuestros resultados que mostraron 
este compuesto como mayoritario. Lopes et al. (2003) realizaron un estudio donde 
utilizaron diferentes parámetros durante la destilación al vacío, encontrando variaciones 
cuantitativas importantes en los perfiles cromatográficos coincidiendo con las variaciones 
encontradas en nuestros resultados. Estas diferencias encontradas podrían deberse al tipo 
de proceso de extracción, ya que se sabe que el proceso de destilación al vacío, 
proporciona fracciones concentradas provenientes del aceite esencial de naranja mediante 
la eliminación selectiva de limoneno (principal constituyente) y otros terpenos 
hidrocarbonados, aumentando así la concentración de compuestos oxigenados 
principalmente aldehídos y alcoholes (Lopes et al. 2003; O’Bryan et al. 2008). Los 
terpenos hidrocarbonados (incluyendo el limoneno) requieren ser removidos para obtener 
un producto final estable debido a que no contribuyen de manera determinante al sabor y 
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fragancia del aceite, además son inestables al calor, luz y disminuir la solubilidad del 
aceite (Beneti et al. 2011; Liu et al. 2012; Lopes et al. 2003). El presente estudio examinó 
la composición química del aceite esencial de naranja y aceites concentrados 5x, 10x y 
20x, para comparar diferencias entre sus constituyentes, debido a que los aceites 
concentrados proporcionan una mayor intensidad saborizante por el aumento en 
concentración de compuestos oxigenados en comparación con el aceite de naranja 
obtenido por prensado en frío, además son menos susceptibles a la oxidación y el 
desarrollo de mal sabor, mostrando así una mejor estabilidad y solubilidad en alcohol, con 
mayor interés industrial, en comparación con el aceite de naranja (Beneti et al. 2011; 
Lopes et al. 2003). El análisis por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 
masas (GC-MS) permitió conocer la composición química y la abundancia relativa de los 
principales componentes, los cuales se agrupan en varias clases: monoterpenos 
hidrocarbonados, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonados, 
sesquiterpenos oxigenados y otros (aldehídos, cetonas, esteres) (Tabla 2). Estos resultados 
mostraron similitudes cualitativas, así como diferencias cuantitativas en los componentes 
de cada uno de los aceites analizados, mostrando una disminución en la mezcla de 
monoterpenos hidrocarbonados en todos los aceites concentrados comparadas con el AN, 
siendo el aceite 20x el que presento la menor cantidad. En monoterpenos oxigenados se 
detectó un aumento en la concentración de los aceites concentrados respecto al AN, 
coincidiendo con Lopes et al. (2003), quienes al analizar los perfiles cromatográficos de 
aceite concentrado de naranja 5x, reportaron una disminución inversamente proporcional  
respecto al concentrado de naranja de compuestos hidrocarbonados como limoneno, 
mirceno, entre otros.   Mientras que para los compuestos oxigenados como el decanal y 
linalool se reportó un aumento directamente proporcional respecto al aceite concentrado 
de naranja. 
De acuerdo con algunos reportes (Espina et al. 2011; Njoroge et al. 2005; Singh et al. 
2010) el limoneno se encuentra en un 90% reconociéndose como el componente principal 
del aceite esencial, coincidiendo con nuestros resultados, donde el AN presentó 91.12% 
de D-Limoneno. Cuando se analizaron los aceites concentrados, se detectó una 
disminución en el porcentaje de D-Limoneno, resultando el aceite 20x con el menor 
porcentaje, mientras que los aceites 10x y 5x se mantuvieron alrededor del 73 %. De los 
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demás componentes que resultaron mayores al 1%, como el decanal y linalool 
considerados por aportar fragancia y actividad biológica aumentaron considerablemente 
en los aceites concentrados (Liu et al. 2012; Fisher y Phillips, 2006a). La composición de 
los aceites esenciales varía con respecto a las condiciones ecológicas geográficas, edad de 
la planta, métodos de cultivo, momento de la cosecha, tipo de extracción y separación 
(Nannapaneni et al. 2009; Singh et al. 2010). Tal variación en la composición química de 
los aceites esenciales, sin duda podría alterar su actividad biológica (Singh et al. 2010). 
Con base a lo anterior, se consideró también evaluar la actividad antimicrobiana y 
antioxidante de los aceites en estudio. 
Respecto a la actividad antimicrobiana, los resultados de este trabajo coinciden con lo 
reportado por Frassinetti et al. (2011) quienes reportaron la menor actividad 
antimicrobiana para el D-Limoneno comparado con aceites esenciales de cítricos en 
bacterias como Xanthomonas campestris, así como lo reportado de Nannapanenni et al. 
(2009) quienes encontraron poca o nula actividad antimicrobiana del D-Limoneno en 
bacterias como L. monocytogenes, Escherichia coli y Campylobacter jejuni. A pesar de 
las diferencias significativas encontradas en los halos de inhibición entre los concentrados 
en este estudio y de una mínima pero aparente sensibilidad mayor de S. typhi por el método 
de difusión en disco, al realizar la CMI y CMB, el aceite con mayor potencial 
antimicrobiano fue 20x encontrando que la bacteria más sensible fue L. monocytogenes 
mientras que la más resistente fue S. typhi, esto pudiera deberse a que el método de 
difusión en disco es limitado, debido principalmente a variaciones en la capacidad de 
difusión de los compuestos activos en el agar, el tamaño del halo de inhibición no 
necesariamente es correspondiente con la CMI/CMB determinada en medio líquido 
(Nannapaneni et al. 2009; O’Bryan et al. 2008). Por otra parte, la CMI/CMB varió de una 
bacteria a otra confirmando las observaciones de Kim et al. (1995), quienes reportaron 
que un mismo compuesto puede tener diferentes efectos antimicrobianos o nulos sobre los 
diferentes microorganismos. Esto dependerá de algunos factores como el tipo de Gram y 
variabilidad de compuestos presentes que en ocasiones pudieran ejercer un sinergismo 
entre ellos (O’Bryan et al. 2008). Se ha reportado que las bacterias Gram (-) poseen una 
resistencia mayor que las Gram (+) debido a la doble membrana que éstas poseen, ya que 
la membrana externa rodea a la pared celular ejerciendo una protección extra que restringe 
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la difusión de compuestos hidrofóbicos (Burt, 2004). En nuestro estudio se utilizó la 
bacteria Gram (-) S. typhi que presentó una mayor resistencia al efecto antimicrobiano de 
los aceites esenciales y aceites concentrados. Mientras que las Gram (+) presentaron 
menor resistencia encontrando variaciones entre ellas. A pesar de estas observaciones, 
existen reportes de bacterias Gram (-) más susceptibles que las Gram (+) o incluso sin 
diferencia significativa en susceptibilidad debido a otros factores que juegan un papel 
importante en la actividad antimicrobiana tales como sinergismo entre los compuestos. Se 
ha demostrado que aquellos componentes que se encuentran en menor proporción, juegan 
un papel crítico en la actividad antimicrobiana y tienen un efecto sinérgico que 
potencializa la actividad biológica (Burt, 2004). En este estudio, el aceite 20x presentó la 
mayor actividad antimicrobiana seguida de la 10x y 5x, esto pudiera deberse al aumento 
en la concentración de los componentes minoritarios que poseen actividad antimicrobiana 
que podrían actuar en sinergia con otros compuestos presentes, ya que se ha demostrado 
que los aceites de cítricos son mezclas complejas de aproximadamente 400 compuestos 
cuyo contenido depende de los métodos de cultivo, extracción y separación específicos 
además de la condición ecológica, geográfica y la edad de la planta que podrían alterar el 
perfil químico cuantitativo y cualitativo del aceite, por lo que la actividad biológica se 
atribuye a una sinergia entre éstos y no a un único compuesto (Jing et al. 2014; 
Nannapaneni et al. 2009; Singh et al. 2010).  
 
Existen estudios respecto al uso de fracciones a partir del aceite esencial de naranja; 
desterpenados, terpenados, terpenos de alta pureza, terpenos a partir de esencia de naranja, 
aceite concentrado 5x (Nannapaneni et al. 2009; O’Bryan et al. 2008), compuestos 
aislados (Liu et al. 2012), utilizando diferentes especies de naranja (Settanni et al. 2012; 
Sing et al. 2010) o diferentes variedades de aceite de cítricos (Espina et al. 2011; 
Frassinetti et al. 2011; Settanni et al. 2012). Sin embargo, no se encontraron estudios sobre 
el uso de aceites concentrados a partir de aceite esencial de naranja, obtenidas por 
destilación fraccionada al vacío, como 10x y 20x utilizadas en esta investigación. 
 
La actividad antioxidante del AN, DL y aceites concentrados 5x, 10x, 20x fue analizada 
mediante los radicales de DPPH y ABTS. Los resultados obtenidos evidenciaron 
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diferencia significativa en la actividad antioxidante en los aceites concentrados 5x, 10x, 
20x con respecto al AN y DL, siendo el aceite 20x el que mostró la mayor actividad 
antioxidante. El análisis estadístico reveló diferencia significativa en la actividad 
antioxidante del aceite 20x con respecto a 10x y 5x. Los aceites concentrados 20x, 10x y 
5x son principalmente utilizados en la industria de alimentos, farmacéuticos y cosméticos 
por características de sabor y aroma, sin embargo pocos estudios se han realizado para 
determinar su actividad antimicrobiana y antioxidante que de acuerdo a los resultados 
obtenidos en este estudio los aceites concentrados mostraron mejor actividad biológica en 
comparación al aceite esencial de naranja, esto pudiera deberse que al concentrar el aceite, 
se potencializan aquellos compuestos que se encuentran en menor proporción, reduciendo 
el contenido de D-limoneno que en condiciones normales se  encontraría 
aproximadamente en un 90 %.   
 
En algunas investigaciones, se ha sugerido que la actividad antioxidante de aceites 
esenciales de cítricos podría estar relacionada con la presencia del D-Limoneno así como 
otros monoterpenos como el  g-terpineno y terpinoleno (Choi et al. 2000; Frassinetti et al., 
2011). Sin embargo, en el presente estudio se obtuvó mejor actividad antioxidante por 
parte de los aceites concentrados (5x, 10x, 20x), que según el perfil cromatográfico, la 
cantidad de D-Limoneno presente disminuyó mientras que otros componentes como 
decanal y linalool se incrementaron. Estos resultados coinciden con Choi et al. (2000), 
quienes reportaron que a pesar de que el D-limoneno esta como componente principal en 
el AN, este no juega un papel importante en la determinación de la actividad antioxidante, 
observándose que en el aceite 20x mostró la mejor actividad antioxidante siendo ésta la 
que presentó menor cantidad de D-Limoneno,  mostrando que la actividad antioxidante, 
está dada también por compuestos diferentes al D-Limoneno, que al aumentar su 
concentración presentan una mayor actividad antioxidante, o en su defecto una actividad 
sinérgica en los compuestos presentes que potencializan esta capacidad antioxidante. Se 
han realizado estudios analizando la actividad antioxidante de compuestos puros por 
separado, presentes en el AN. De acuerdo a Liu et al. (2012), el AN presentó mejor 
actividad antioxidante, así como antimicrobiana, que los compuestos puros como el 
linalool, decanal, valenceno y octanal, lo que pudiera confirmar según los resultados 
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obtenidos en este estudio, que la actividad biológica presente en los aceites esenciales no 
es debida a un solo compuesto, sino a la sinergia entre varios de ellos. De ser así, los 
aceites concentrados proporcionarían características biológicas diferentes a las 
encontradas en sus respectivos aceites esenciales, lo que abriría la pauta para nuevas 
investigaciones dirigidas a la aplicación estratégica de este tipo de compuestos, tomando 
en cuenta que la eficacia relativa de antioxidantes depende del tipo de acción que 
presenten (inhibidor de radicales libres, descomposición de peróxido o limpiador de 
oxígeno), sistema de prueba, concentración, método utilizado y la etapa de crecimiento en 
la planta (Choi et al. 2000). 
 
Por los resultados obtenidos en los estudios realizados en la actividad biológica para AN, 
DL, 5x, 10x y 20x, los que obtuvieron mejores valores en la actividad antimicrobiana y 
antioxidante fueron los últimos 3, por lo que se decidió que se encapsularan solo los 
aceites concentrados de naranja 5x, 10x y 20x, mediante emulsiones y complejos de 
inclusión con b-CD. 
 
Se desarrollaron 10 formulaciones de las emulsiones utilizándose como fase oleosa AN y 
se determinó que la formulación 1, resultó con mejor estabilidad debido a que parámetros 
como tamaño de partícula, índice de cremado, tasa de coalescencia se mantuvieron 
estables durante 30 días, por lo que fue seleccionada para los aceites concentrados 5x, 10x 
y 20x. Los materiales de pared influyen considerablemente en la estabilidad de las 
emulsiones. Macromoléculas como las proteínas y los polisacáridos juegan un papel muy 
importante en la estabilización de emulsiones aceite-agua (O/W), este tipo de moléculas 
alimenticias contribuyen a la estructura, textura y estabilidad debido a sus propiedades 
espesantes y comportamiento gelante (Ruiz, 2004), influenciando la interacción entre ellos 
para mantener la estabilidad durante el tiempo.  
 
La composición de los materiales de pared puede afectar el comportamiento de la 
emulsión, en esta investigación se utilizaron ingredientes con proteína como WPC y con 
carbohidratos como b-CD y gomas como la xantana. Hye-Sook et al. (2011), reportó que 
la interacción entre WPC/CD influye fuertemente en el tamaño de partícula con aceite de 
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pescado, formando pequeñas gotas de aceite en la emulsión, reportando valores de 120 – 
700 nm, lo cual difiere un poco en esta investigación siendo alrededor de 1.5 µm, sin 
embargo, este parámetro no solo está influenciado en los materiales de pared, sino también 
por la etapa de homogeneización (Rao y McClements, 2012). Por otro lado, al microscopio 
óptico, las gotas de aceite se observaron uniformes y sin aglomeración, lo que  indica que 
no se están floculando, al respecto los estudios realizados por Jafari et al. (2012b) 
mencionan que la gota de aceite de D-limoneno, estuvo influenciada por la cantidad de 
goma arábiga, cuando estaba al 10% la distribución de tamaño y las gotas están 
completamente estabilizadas y alejadas una de la otra debido a las fuerzas repulsivas y al 
aumento de la viscosidad producido por la goma, sin embargo, a una concentración del 
1%, se puede ver que la distribución de tamaños es amplia y las gotas se acercan una a la 
otra ocasionando floculación, y finalmente la coalescencia. El índice de cremado 
cuantifica la estabilidad de la emulsión en porcentaje debido a que se puede observar 
físicamente la homogeneización o separación de la emulsión. Se realizaron 10 
formulaciones para emulsiones, 5 de ellas fueron estables y el resto inestables. Las 
emulsiones tienen diferentes mecanismos por los que pueden presentar inestabilidad, en 
esta investigación en particular, de manera general las emulsiones que presentaron 
inestabilidad mostraron “cremado” es decir, que por efecto de la gravedad y densidad, las 
gotas de aceite al ser menos densas que la fase continua (acuosa), se observa en la parte 
superficial de la emulsión la aglomeración de los materiales utilizados, esto se presentó 
en las formulaciones de emulsiones 3, 4, 5, 6 y 10; el balance de los materiales de pared 
utilizados también se requiere considerar debido a que las formulas 5, 6 y 10, no contenían 
WPC, b-CD, XG, respectivamente, pero en la 3 y 4 contenían menos cantidad de XG y 
WPC, es decir, al no añadir algún material de pared se inestabiliza el sistema por lo cual 
cada uno influye de manera importante en la emulsión al final. En emulsiones con aceite 
de pescado utilizando XG en su formulación obtuvieron emulsiones con alta estabilidad, 
debido a que este ingrediente proporciona estabilidad en emulsiones O/W, debido a que 
es un excelente viscosificador y estabilizador (Hye-Sook et al. 2011). Con esto, la tasa de 
coalescencia se obtuvo de manera cuantificable por lo que las emulsiones más estables 
fueron las formulaciones 1, 2, 7, 8, 9.  
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Para la siguiente etapa de la investigación, se eligió la formulación de la emulsión 1, para 
utilizarla en los aceites concentrados 5x, 10x y 20x, debido a que mostró mejores valores 
de estabilidad. Se realizó el análisis de tamaño de partícula, tasa de coalescencia y 
actividad antioxidante a las emulsiones realizadas con los concentrados almacenadas a 
temperaturas de 4, 25 y 55 ºC durante 93 días. Anteriormente, se habían realizado análisis 
de índice de cremado en las formulas, sin embargo, en esta parte, investigamos una posible 
correlación en la estabilidad de la emulsión con la concentración del aceite y la protección 
de la actividad antioxidante durante el tiempo a las temperaturas mencionadas 
anteriormente. 
 
El tamaño de partícula que presentaron las emulsiones almacenadas a temperatura de 4 y 
25 ºC fueron menores a 2.2 µm, sin embargo, a temperatura de 55 ºC todas las emulsiones 
fueron superiores a 4.9 µm. Jafari et al. (2012b), evaluaron la estabilidad de emulsión con 
diferente proporción de limoneno (5 y 10 %) en el análisis de tamaño de partícula 
preparadas como goma angum y arábiga a diferentes concentraciones almacenadas de 1 a 
4 días; obtuvieron tamaños de partícula entre 1.6 – 3.8 µm, reportando que el tipo y la 
cantidad de cada goma no influyó de manera considerable este parámetro, mencionando 
que la cantidad del aceite tuvo una influencia significativa en la tensión superficial de la 
emulsión, no así en la estabilidad de la misma. Sin embargo, la composición de un aceite 
concentrado es diferente debido a que los compuestos de peso molecular alto se mantienen 
y aumentan al concentrarse el aceite, como se observó en la sección 7.2 de esta 
investigación, al respecto Roa y McClements, (2012), realizaron estudios sobre la 
influencia en la formación y propiedades de emulsiones de aceite en agua con aceites 
concentrados de limón de 1x, 3x, 5x y 10x, reportando que las emulsiones fueron 
inestables por el aumento del tamaño de partícula, sin embargo conforme aumentaba el 
concentrado disminuía el tamaño de partícula, siendo el más estable el realizado con el 
concentrado de aceite 10x, concluyendo que el tamaño de partícula se dirige a un aumento 
en la cremación en las emulsiones. En las emulsiones realizadas en esta investigación con 
aceites concentrados 5x, 10x y 20x, no se observó que el concentrado pudiera influir en la 
estabilidad de la emulsión, debido a que se mantuvieron dentro de los mismos valores, 
pero si hubo afectación en la estabilidad de la emulsión por el tiempo y temperatura de 
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almacenamiento, como es reportado por Jafari et al. (2012b), quienes almacenaron las 
emulsiones con limoneno durante 3 días a 25 ºC, donde solo ligeramente aumentaba el 
tamaño de partícula en algunas formulaciones, sin embargo el tiempo y temperatura de 
este estudio fue relativamente corto y una temperatura idónea, lo cual no permiten conocer 
el comportamiento de la estabilidad de la emulsión completamente. En esta investigación, 
las emulsiones fueron almacenadas a diferentes temperaturas (4, 25 y 55 ºC) precisamente 
para conocer si la temperatura influye en la estabilidad de la emulsión, en todos los casos 
la temperatura de almacenamiento que ocasionó inestabilidad en el sistema fue a 55 ºC, 
caso contrario de temperaturas de 4  y 25 ºC, esto posiblemente debido a que a 
temperaturas mayores los materiales de pared como b-CD, WPC y XG, pudieran presentar 
rompimientos en su sistema por los componentes, en el caso de la b-CD, la estabilidad 
térmica del complejo varía dependiendo del analito, pero la mayoría de los complejos 
empiezan a desnaturalizarse a partir de 50-60 ºC, en el caso de la WPC y XG, los enlaces 
de las proteínas y carbohidratos se ven desfavorecidos al incrementar la temperatura. Un 
estudio realizado con aceite concentrado de limón 1x, 3x, 5x y 10x, reportaron que las 
emulsiones con mayor concentración del aceite (10x) presentaron más estabilidad con el 
tiempo (12 h), pero en la temperatura de almacenamiento el tamaño de partícula se vio 
influenciada en aceites concentrados 3x y 5x, el tamaño de partícula fue directamente 
proporcional al incremento de la temperatura (20 y 37 ºC), pero en el concentrado de aceite 
10x no influyó la temperatura con el tiempo, concluyendo que la estabilidad de las 
emulsiones aceite/agua disminuía a medida que aumentaba la concentración del aceite, 
atribuyéndole este efecto a cambios en la solubilidad de los aceites en agua, debido a la 
presencia de componentes con baja solubilidad pudiendo evitar el crecimiento de gotas y 
generar un efecto de maduración composicional que se opuso al efecto de maduración 
Ostwald (Roa y McClements, 2012).  
 
La actividad antioxidante de los aceites concentrados 5x, 10x y 20x, fue evaluada con 
radicales ABTS y DPPH por un periodo de 93 días a temperaturas de almacenamiento de 
4, 25 y 55 ºC, debido a que son temperaturas en condiciones de refrigeración, temperatura 
de ambiente y de algún proceso térmico ligero. Los resultados muestran diferencia 
significativa entre el aceite sin emulsión (libre) y aceite en emulsión en el análisis de 
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actividad antioxidante para ambos radicales, sin embargo, a través del tiempo la actividad 
antioxidante se mantuvo de acuerdo al mes de inicio, es decir, del primer mes al tercer 
mes no hubo cambio en los valores de los análisis de la actividad antioxidante, pero las 
emulsiones que fueron almacenadas a temperatura de 55 ºC, si hubo una disminución en 
la actividad antioxidante para el aceite 20x en el radical ABTS, lo cual indica que el 
balance del material de pared de b-CD, WPC, XG, ayudó a mantener dicha actividad 
durante el tiempo de análisis, considerando que la temperatura para mantener las 
emulsiones estables y su actividad antioxidante sería en 4 y 25 ºC, ya que se mostraron 
valores óptimos en la estabilidad y actividad biológica. La selección de la combinación de 
los materiales de pared puede afectar las propiedades de la emulsión durante el 
almacenamiento (Carneiro et al. 2013), esto influye en la protección del ingrediente activo 
en la emulsión, durante el tiempo de almacenamiento.  
 
En esta investigación, se realizó la microencapsulación por emulsiones con diferentes 
materiales de pared, mencionados anteriormente, debido a que este en un sistema de 
protección líquido, sin embargo, también existía el interés de realizar la protección en un 
sistema sólido como son los complejos de inclusión con b-CD. 
 
Se realizaron los complejos de inclusión de los aceites concentrados 5x, 10x y 20x con b-
CD, obteniendo las relaciones 4:96, 12:88 y 16:84, respectivamente, se eligieron estas 
combinaciones de relaciones con base a referencias bibliográficas, realizadas con 
diferentes aceites, sin embargo, el comportamiento de cada aceite con la b-CD es distinto, 
debido a que la interacción interna de la b-CD con el analito depende de varios factores 
en el proceso y de la estructura química de cada parte. 
 
En todos los tratamientos, se obtuvó polvo de color ligeramente amarillo, diferente del 
color original de la b-CD (blanco); la interacción de los aceites concentrados con la b-CD 
probablemente es la diferencia del color final. El rendimiento de los complejos de 
inclusión es el porcentaje del polvo obtenido entre el material originialmente utilizado 
(aceite + b-CD). En la Figura 8, se muestran los resultados de rendimiento en porcentaje 
obteniéndose valores que oscilan entre 74. 37 – 84.83 %, existiendo una diferencia 
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significativa entre los aceites y las relaciones. Estos resultados concuerdan con algunos 
autores que han realizado complejos de inclusión con aceite de canela, ajo, timol, 
Santurela montana (Ayala-Zavala et al. 2008, Petrović et al. 2010, Haloci et al. 2014). 
Investigaciones similares, reportan resultados de rendimiento del 98.41 % utilizando 
aceite de tomillo en una relación 14:86 (Toro-Sánchez et al. 2010). Así mismo se ha 
probado la saturación de β-CD, que se ha producido en otras concentraciones, como el 
caso del aceite de canela se obtuvo en la relación 16:84 con 94.82 % y en el aceite de ajo 
se obtuvo ésta saturación a una relación de 12:88 con 94.58 % (Ayala-Zavala et al. 2008).  
Sin embargo, hay algunos factores que pueden contribuir a la pérdida del concentrado del 
aceite en la b-CD como son: la retención del aceite en la solución después de formar el 
complejo, el equilibrio de sabores entre el líquido y el estado complejado, la evaporación 
del aceite superficial durante el proceso de complejación, la evaporación durante el paso 
de secado. La pérdida del b-CD y del polvo complejo se asigna principalmente a la 
solubilidad de b-CD en agua (Petrović et al. 2010). 
Para los resultados de aceite encapsulado (mg/g b-CD) y eficiencia de encapsulación (%) 
realizadas para los aceites concentrados y b-CD en sus 3 relaciones son mostradas en la 
Tabla 10. Los valores de aceite encapsulado fluctuaron entre 7.7 - 102.3 mg / g b-CD, 
para la relación 12:88 de 20x obtuvo una diferencia significativa con 102.3 mg / g b-CD, 
seguida por la relación 16: 84 del mismo aceite con 83.1 mg / g b-CD. Para el resto de 
aceites y sus proporciones hubo diferencia significativa obteniendo valores <60 mg / g b-
CD. En general, la relación de 4:96 fue la menor interacción entre aceites concentrados y 
b-CD, debido a los bajos valores de aceite encapsulado. Madene et al. (2006), informaron 
que los complejos de inclusión son el resultado de interacciones entre compuestos, que 
donde encajan mejor las moléculas huésped más pequeñas, debido a que sus dimensiones 
pueden incluirse dentro de la cavidad de la ciclodextrina. Petrović et al. (2010), 
concluyeron que una relación óptima para complejos de inclusión con aceite de canela era 
de 15:85, obteniendo 117.2 mg / g de CD, mencionando que la polaridad de los 
compuestos podría desempeñar un papel importante en la complejación, compuestos 
menos polares forman más complejos que los compuestos polares. Estos resultados 
pueden sugerir que la máxima inclusión de b-CD con aceites concentrados se ha alcanzado 
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en la relación 12:88 para 5x, 10x y 20x. Para la eficiencia de encapsulación, los resultados 
son consistentes con estudios previos como Kfoury et al. (2016); Kamimura et al., (2014); 
Santos et al. (2015a), quienes han estudiado diferentes compuestos como eugenol, 
carvacrol y otros, informando valores de % EE entre 17 – 99 %. Este estudio, tuvo buenos 
resultados en la eficiencia de encapsulación con valores entre 67.1 – 89.5 %. Dos Passos 
et al., (2016), informaron valores bajos de eficiencia de los complejos de inclusión de 
limoneno, posiblemente este compuesto no estaba completamente complejado 
permaneciendo en la superficie y por los factores implicados en el proceso como 
volatilización por la etapa de calentamiento y secado. La relación óptima de aceite:b-CD 
fue de	12:88 para todos los aceites. Otro factor a considerar es el perfil químico de cada 
aceite concentrado, como es el limoneno, donde en aceite de naranja se obtuvo por arriba 
del 90 % y para el aceite 20x es del 23.24 %, aumentando otros compuestos con mayor 
peso molecular, pudiendo ser más difícil de interactuar con el interior de la cavidad de la 
b-CD, contrario a los compuestos volátiles de menor peso molecular, ya que estos 
compiten por el interior de la b-CD; diferentes moléculas tienen diferentes equilibrios en 
solución que los impulsan a formar complejos de inclusión o permanecer en solución (Tao 
et al. 2014).  Por otro lado, el método seleccionado puede ser crucial en el porcentaje de 
eficiencia de encapsulación, Wang et al. (2011), reportó un 90.3% por método de co-
precipitación, en este mismo método utilizando Trans-anetol se informó 51.29% por 
Zhang et al. (2015), mientras que Santos et al. (2015a), reportaron 91.3% utilizando 
carvacrol por liofilización a bajas temperaturas, pero 83.8% por el método de amasado. 
La Tabla 11, muestra los tamaños de partícula de los complejos de inclusión en los aceites 
concentrados 5x, 10x y 20x, con las relaciones 4:96, 12:88 y 16:84 con la b-CD 
respectivamente, mostrando suspensiones y partículas dispersas de diferentes tamaños de 
acuerdo a su relación con valores de 1.5 – 3.6 µm. Estos resultados coincidieron con los 
reportados por Tao et al. (2014) al trabajar con aceite de tomillo (3.2 µm), quienes 
mencionan que el método utilizado para realizar los complejos de inclusión puede influir 
en el tamaño de partícula, además del tiempo de complejación durante el proceso de 
agitación. Sin embargo, b-CD tiene una fuerte tendencia a la aglomeración como 
consecuencia de su autoensamblaje en agua (Tao et al. 2014), debido a la falta de carga 
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neta sobre las partículas del complejo de inclusión, lo que significa que no hay repulsión 
para evitar la aglomeración de partículas (Hill et al. 2013). Las ciclodextrinas y sus 
complejos pueden formar agregados solubles en agua en soluciones acuosas y estos 
agregados pueden ser capaces de solubilizar fármacos lipófilos mediante complejación sin 
inclusión o estructuras similares a micelas (Tao et al. 2014). 
 
La caracterización de los aceites ha sido estudiada por medio de espectrometría infrarroja 
por transformadas de Fourier (FTIR) entre los componentes del AN, incluso de los aceites 
concentrados 5x, 10x y 20x, es de gran importancia en la industria, sin embargo, ha sido 
poco estudiada. Este análisis permite conocer la interacción molecular de los complejos 
de inclusión entre los componentes de los aceites concentrados y la b-CD, además para 
analizar la fuerza impulsora entre los aceites y la β-CD en el proceso de formación de los 
complejos. En el Anexo, se muestran los espectros IR de los complejos de inclusión de 
los aceite concentrados 5x, 10x y 20x con la b-CD en las relaciones 4:96, 12:88 y 16:84, 
los cuales se observa la misma tendencia; se puede observar el comportamiento del 
número de ondas para la β-CD pura mostrando una significativa banda a 3467 cm-1, lo 
cual representa enlaces v(O-H), posteriormente en 2946 cm-1 representando v(C-H) 
además de una gran cantidad de bandas entre las regiones v(C-O), v(C-C), v(C-C). En la 
Figura 9, se pueden observar claramente vibraciones remarcadas en la banda 
aproximadamente en 2800 cm-1, los cuales están relacionados con el compuesto metileno 
cuyos principales enlaces son (C-H) cercano a 2926 cm-1, característico de los aceites 
concentrados se vio disminuido, por tanto la desaparición de la banda típica indica en 
algún grado se incluyó en la cavidad de la β-CD, de tal modo indicaron la formación 
exitosa de los complejos de inclusión β-CD/aceite. Además, está acompañado de la 
presencia de cadenas de ácidos grasos, ceras, carotenoides y fitoesteroles. Otro número de 
vibraciones se observa en 1500 cm-1 dentro del espectro FTIR, representando la presencia 
de ácidos grasos e hidrocarburos, atribuidos principalmente flavonas polimetoxiladas las 
cuales no han sido caracterizadas aún, así mismo esta vibración puede ser asignada 
razonablemente a la unión ν(C=C) unido a los anillos de fenilflavona (Manthey, 2006). 
Los aceites concentrados 5x, 10x y 20x muestran el mismo comportamiento, sin embargo, 
en cada uno se ven disminuidas estas vibraciones, esto se debe a que el AN al concentrarse 
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va disminuyendo dichos compuestos como la presencia de carotenoides, ceras y 
fitoesteroles, además de compuestos polihidroxilados (Manthey, 2006). El uso de la 
técnica de FTIR permite la detección de formación de complejos en fase sólida y señalar 
la implicación de los diferentes grupos funcionales de las moléculas huésped y anfitrión, 
permitiendo el estudio de los cambios en las características espectrales de las moléculas 
huésped (Calabró et al, 2004). La metodología para realizar los complejos de inclusión 
también influye si hay completa interacción entre el compuesto y la b-CD; Toro-Sánchez 
et al. (2010) realizaron los complejos de inclusión con aceite de tomillo utilizando la 
técnica de co-precipitado y mezcla física, mencionando que se observó interacción entre 
el complejo, debido a que no se observaban las bandas características del aceite en el 
espectro del complejo de inclusión para el método de co-precipitado, contrario al método 
de mezcla física, donde a pesar de haber obtenido el polvo del complejo de inclusión la 
interacción entre el aceite y la b-CD no fue efectuada, debido a que permanecian en el 
espectro las bandas características del aceite sin encapsular y el que se acomplejo con la 
b-CD, además de observar que el análisis de  FTIR reveló las diferencias entre las 
posiciones de las bandas de los complejos respecto a los componentes iniciales, estas 
diferencias son típicas en la b-CD debido a la pérdida de la vibración y la flexión de la 
molécula huésped durante la formación del complejo. Otro estudio realizado en la 
obtención de complejos de inclusión de Limoneno con b y a-CD en 3 diferentes métodos 
(mezcla física, pasta y slurry), reportando que solo obtuvieron complejos de inclusión en 
el método de pasta con a-CD, para la b-CD solo en el método de pasta y slurry con el 
limoneno, y revelando que no hubo interacción entre el aceite y las ciclodextrinas en el 
método de mezcla física (Dos Passos et al. 2016). 
Para conocer la morfología de los complejos de inclusión se utilizó el microscopio 
electrónico de barrido para obtener las imágenes de los complejos de inclusión con la b-
CD y observar si hay una alteración morfológica en compuestos puros y los complejos de 
inclusión. En este estudio se realizó principalmente en la 12:88, debido a que en la mayor 
parte de los análisis realizados fue la que mejores resultados presento (Figura 10). La 
morfología muestra en la b-CD pura, partículas cristalinas compactas, de forma amorfa e 
irregulares con tendencia a rectangular, de diferentes tamaños. Zhang et al. (2015), 
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observaron la morfología superficial de los complejos realizados con trans-anetol 
(compuesto aromático del anís) utilizando b-CD por el método co-precipitado y mezcla 
física, reportando que tuvieron estructuras cristalinas amorfas e irregulares y con cambios 
físicos dependiendo de la técnica utilizada siendo la mezcla física que presentó una 
morfología similar a la β-CD, pero en menor tamaño y al comparar en tamaño y forma de 
las partículas entre  la b-CD y la mezcla física con la técnica de co-precipitado confirma 
la formación de complejo de inclusión de trans-anetol y la b-CD en esta última técnica, 
coincidiendo nuestros resultados con este y con otro estudio realizado con aceite de 
citronela con b-CD como uso como repelente (Songkro et al. 2012). Algunos autores 
mencionan que la alteración o cambio de las estructuras de cristal y polvo, sugiere la 
formación de los complejos de inclusión con la ciclodextrina (Shao et al. 2014; Duarte et 
al. 2015; Gibara et al. 2015). 
Para establecer la continuidad de la actividad biológica que presentaron los aceites 
concentrados de naranja 5x, 10x, 20x sin encapsular, se realizaron estudios en la actividad 
antioxidante, antimicrobiana y antifúngica de los encapsulados de los aceites con b-CD 
en las tres relaciones estudiadas. 
Numerosos estudios han investigado si el compuesto activo continúa con su acción 
biológica aun cuando se encuentra dentro de la cavidad de la b-CD. En la actividad 
antioxidante, radicales libres como DPPH y ABTS son utilizados ampliamente para el 
estudio de compuestos naturales (Duarte et al. 2015). Diversos investigadores han 
encapsulado con ciclodextrinas en distintas técnicas, algunos compuestos puros como 
resveratrol, estragol, ácido clorogénico, mangiferina y aceites esenciales de albahacar, 
estragón, estudiando si mantiene la actividad antioxidante que poseen estos compuestos 
aun con la presencia de la ciclodextrinas (Duarte et al. 2015; Ferreira et al. 2013; Kfoury 
et al. 2015; Shao et al. 2014). Los resultados de esta investigación mostraron que en la 
relación 12:88 de los tres aceites, no hubo diferencia significativa entre aceites sin 
encapsular frente a los complejos de inclusión, sin embargo, en las relaciones 4:96 y 16:84 
si hubo diferencia significativa en los tres aceites estudiados. Estos resultados coinciden 
con investigaciones al encapsular compuestos como resveratrol utilizando una 
ciclodextrina modificada conocida como RM-b-CD, reportando que no hubo diferencia 
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significativa del compuesto puro (13.5 µg/mL) con el complejo de inclusión (11 µg/mL) 
manteniendo la actividad antioxidante como fuerte (Duarte et al., 2015). En compuestos 
como el ácido clorogénico utilizaron b-CD y una ciclodextrina modificada llamada HP-
b-CD, reportando que el complejo de inclusión con HP-b-CD tuvo mayor capacidad 
antioxidante, seguido del complejo con b-CD y finalmente el compuesto puro, observando 
que aun cuando está en complejo aumento la disponibilidad del compuesto para reaccionar 
con el radical DPPH, sin influenciar las ciclodextrinas debido a que no poseen actividad 
antioxidante (Shao et al., 2014). Kfoury et al. (2015) reportaron en el estudio de estragol  
compuesto que contiene el aceite esencial de albahacar y estragón, de manera pura y en 
complejos de inclusión utilizando distintos tipos de ciclodextrinas, observando que se 
mantuvo la actividad antioxidante del estragol, aceite esencial de albahacar y estragón 
reportando 2, 5, 9 %, pero en complejo de inlcusión con b-CD se obtuvo 3, 8, 9 % 
respectivamente, y la actividad fue más alta en aceites esenciales debido a una sinergia 
entre los compuestos mayoritarios y minoritarios. 
En cuanto al estudio de la actividad antimicrobiana de los complejos de inclusión, éste se 
realizó evaluando la inhibición de crecimiento de cepas de importancia en la industria de 
alimentos	como son Salmonela typhi y Listeria monocytogenes. El aceite concentrado 5x 
y 20x mostró actividad en dos relaciones (12:88 y 16:84) respectivamente, obteniendo que 
la dosis requerida para inhibir el crecimiento microbiano al 90% es de 1.25 mg/mL. 
La importancia de encapsular un compuesto es que aun estando recubierto pueda liberarse 
y ejercer la actividad que presenta en forma libre, es así que la industria de alimentos 
puede considerar compuestos naturales para ejercer acción inhibitoria en bacterias. 
Numerosas investigaciones han estudiado la aplicación de ciclodextrinas generando 
complejos de inclusión, por ejemplo con compuestos de aceites esenciales de canela, 
clavo, tomillo como trans-cinamaldehído, eugenol, timol, carvacrol, resveratrol contra 
bacterias como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Listeria innocua y del género 
Campylobacter (Duarte et al. 2015; Hill et al. 2013; Santos et al. 2015a; Tao et al. 2014). 
En general, de acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigación, si hay una 
inhibición en el crecimiento bacteriano en los complejos de inclusión, en las 
investigaciones mencionadas realizaron esta misma relación obteniendo que al encapsular 
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los compuestos puros en la cavidad de la b-CD	mejora la eficacia antimicrobiana del aceite 
a una menor concentración, sin embargo dependía mucho del tipo de compuesto y de la 
cepa, debido a que algunos compuestos son más eficientes para algunas cepas. Hill et al 
(2013), reportaron menor MIC para inhibir el crecimiento de Salmonella typhimurium y 
Listeria innocua en compuestos como trans-cinamaldehído, eugenol, extracto de canela y 
clavo requiriendo para su inhibición de 4.2 a 86% menos del compuesto usando de 0.16 a 
1.15 mg/mL de complejos de inclusión, esto puede depender de la resistencia de la cepa 
ante el componente, debido a que la b-CD logra mejorar las capacidades antimicrobianas 
de los aceites esenciales pues la acción antimicrobiana de éstos es de distintas maneras, 
algunas en la membrana y dentro del citoplasma de las bacterias. También es posible que 
influya la técnica utilizada para la obtención de los complejos de inclusión; Tao et al. 
(2014) reportaron para el componente de timol y aceite de tomillo utilizando los métodos 
de obtención amasado y secado en frío,  que este último  fue más eficiente para la 
preparación de los complejos debido a que logró mayor inhibición de Escherichia coli 
K12 con concentraciones menores de ambos compuestos en comparación a la técnica de 
amasado, sin embargo, otra investigación en la que usaron para la preparación de 
complejos de inclusión las mismas técnicas pero con carvacrol, fue más efectiva la técnica 
de amasado inhibiendo el crecimiento de Escherichia coli K12 y Salmonella 
thyphimurium obteniendo inhibiciones cercanas al 70%. 
El crecimiento micelial de las cepas A. niger y A. flavus se realizó en dos relaciones (12:88 
y 16:84) y en los aceites concentrados (5x, 10x y 20x) obteniendo que la dosis para la 
disminución del crecimiento fue de 10 mg/mL sin embargo, A. niger fue menos resistente 
siendo el aceite 10x más efectivo para su inhibición. Haloci  et al. (2014) realizaron un 
estudio utilizando el aceite de Satureja  montana utilizando las relaciones de 5:95, 10:90 
y 20:80 con 8 especies de hongos, reportando zonas de inhibición desde 3.13 a 100% en 
complejos de inclusión dependiendo de la relación de la cepa de hongo estudiada, y la 
relación más efectiva para la actividad antifúngica fue la 10:90. Kfoury et al. (2016) 
estudiaron la actividad antifúngica en algunos fenilpropanoides como estagol, eugenol 
entre otros, de forma libre y encapsuladas contra dos hongos de importancia en poscosecha 
como Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea, reportando que la encapsulación con 
ciclodextrinas incrementó la solubilidad y fotoestabilidad de los compuestos estudiados y 
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propiedades antifúngicas notables, mostrando valores bajos de concentración inhibitoria 
en el crecimiento del micelio y la germinación de las esporas. Sin embargo, los resultados 
de esta investigación no mostraron alta inhibición en concentraciones bajas y esto puede 
deberse a que la b-CD actúa como una fuente de carbohidrato para los hongos, debido a 
que es una cadena cíclica de glucosa, según Ayala-Zavala et al. (2008), que reporta 
crecimiento micelial de Alternaria alternata en aceite de canela y ajo en la relación 12:88 
y 16:84 en diferentes concentraciones de complejo de inclusión e incluso en b-CD libre 
se presentó mayor crecimiento que en el control. Sin embargo, esta respuesta depende del 
tipo de hongo, los requerimientos para su crecimiento y el poder inhibitorio que posee el 




















• El aceite esencial de naranja y los aceites concentrados presentaron diferencias 
cualitativas y una tendencia inversamente proporcional en cuanto a la 
concentración de D-limoneno con respcto a la de otros compuestos como decanal, 
linalool y citral. 
 
 
• Los aceites concentrados de naranja 5x, 10x y 20x presentaron mejor actividad 
antimicrobiana y antioxidante que el AN y DL. 
 
• La emulsión de la fórmula 1 a más de 90 días mostró mejor estabilidad física, 
manteniendo su actividad antioxidante almacenada a temperaturas de 4 y 25ºC. 
 
• El complejo de inclusión con b-CD en la relación 12:88 con los aceites 
concentrados de naranja, mostró mayor eficiencia de encapsulación, concentración 
de aceite, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana en 
microorganismos de importancia en la Industria alimenticia. 
 
• Se logró estabilizar los aceites concentrados de naranja mediante el uso de 
emulsiones con biopolímeros y complejos de inclusión con b-ciclodextrinas y se 














En la actualidad, hay pocas investigaciones con el estudio de aceites concentrados de 
naranja  debido a que estos son utilizados en su mayoría como ingredientes de aromas y 
sabores. Esta investigación proporciona información para el uso alternativo para estos 
aceites por los resultados obtenidos en su actividad biológica frente a microorganismos de 
importancia en la industria alimenticia, siendo protegidos de factores medioambientales 
mediante el desarrollo de emulsiones e inclusión molecular y posible alternativa en la 
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Figura 14. Espectro FTIR de (a) aceite 5x, (b) b-CD, (c), (1) relación 4:96;  





























Figura 15. Espectro FTIR de (a) aceite 10x, (b) b-CD, (c), (1) relación 4:96; 























Figura 16. Espectro FTIR de (a) aceite 20x, (b) b-CD, (c), (1) relación 4:96; 
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